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RESUMEN

La garrapata comun Rhipicephalus (Boophilus) microplus es considerada el
ectoparasito mas importante en la ganaderia bovina, ya que ha sido asociada con
pérdidas econdmicas, desde sus efectos directos (estrés, anemia, dafios en la piel) y
la posibilidad de ser vector de multiples agentes hemoparasitarios (Anaplasma
marginali, Babesia bovis, Babesia bigemina), que provocan enfermedades de
importancia para la comercializacién de los productos y subproductos de este sector
pecuario. EIl uso repetitivo y tradicional de acaricidas comerciales se ha convertido
en un serio problema en cuanto a la resistencia adquirida por esta garrapata. Por
esta razon, las investigaciones de productos botanicos ha llamado mucho la atencion
como una alternativa prometedora en el control de este ectoparasito. En este estudio
se determind la eficacia ixodicida de extractos crudos (Acuosos y Metandlicos) de
Acacia cornigera L. en larvas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus
(acari:ixodidae). Si bien Acacia cornigera es considerado una maleza en los
potreros, demostré tener un efecto en la mortalidad de larvas (14 dias) de R.
microplus, en cada uno de sus érganos (Hoja, Tallo, Raiz). Los tratamientos Tallo
acuso, Raiz, Tallo y Hoja metandlicos, evidenciaron ser mas activas a comparacion
de la actividad acaricida del ixodicida sintético Amitraz 12.5 (67%), con 86%, 95%,
93% y 83% de mortalidad respectivamente. De las fracciones activas evaluadas, 3
demostraron una efectividad de 90-97% superior a lo establecido en la adaptacion de
la NOM-006-1993. Los datos obtenidos fueron analizados mediante ANOVA (p=0.05)
y una comparacion de medias con la Prueba Tukey (p=0.05) en el Sistema de
Andlisis Estadistico (SAS version 9.1). Se utilizo la Prueba de Inmersién Larval con 5
repeticiones para cada tratamiento incluyendo los controles positivo (Amitraz 12.5%)

y negativos (agua destilada y Tween20 2%)

Palabras Claves: Garrapatas R. microplus Acacia cornigera ixodicidas botanicos



l. INTRODUCCION

La ganaderia bovina en México fue introducida durante la época de la colonizacion.
La actividad hace referencia a la domesticacion de los animales, la cual esta
enfocada basicamente para la obtencion de carne, con un volumen obtenido de 1.82
toneladas y leche donde el volumen obtenido fue de 10.88 toneladas, también se
emplea como fuerza de trabajo y genera subproductos.

Chiapas es el tercer estado a nivel nacional en la produccion de la ganaderia bovina,
aportando el 6.2 % de la produccién total, segun datos de INEGI (2010),
Actualmente suman mas de mil productores dedicados a esta actividad se ratifican el
namero de asociaciones en la entidad.

La ganaderia bovina en el estado, es una actividad importante, que cuenta con
deficiencias en produccion de leche o carne, por la presencia de enfermedades e
infestaciones por pardsitos internos, y externos; las garrapatas del genero
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, es una de las mas importantes por su impacto
sanitario y econémico.

El impacto econémico en la ganaderia se debe a las pérdidas de millones de délares
gue causan anualmente a los productores, debido a los dafios ocasionados en las
pieles por accion de las picaduras, anemia, transmision de los patdégenos Babesia
bovis, Babesia bigemina (Brown et al., 2006) y Anaplasma marginale (De la Fuente
et al., 2006) asi como en los tratamientos garrapaticidas (ixodicidas) y la mano de
obra para su aplicacion.

Las garrapatas son consideradas como el segundo grupo de vectores de
enfermedades que afectan a los humanos solo después de los mosquitos y el mas
importante grupo vector de enfermedades que afectan a los animales salvajes y
domésticos (de la Fuente et al. 2006)

El problema varia mucho dependiendo de la region, especies de garrapatas
presentes, agentes transmisibles, poblacién de hospederos involucrados, asi como
de la situacion socioeconomica y el avance tecnoldgico en la aplicacion de las
medidas de control.

La estrategia mas utilizada para su control consiste en la aplicacion de bafios de
aspersion con bomba de mochila utilizando productos quimicos sobre el cuerpo de
los animales infestados a intervalos especificos, en la actualidad se llega a tratar en
un lapso no mayor a 15 dias entre tratamientos.



Sin embargo, el uso irracional ha ocasionado la generaciéon de poblaciones
resistentes a la accion de éstos, (Alonso-Diaz et al. 2006). Esta situacion, implica que
la disponibilidad actual de los ixodicidas se encuentre comprometida debido al
progresivo incremento de resistencia y a los altos costos productivos.

Ante esta problematica, se han generado durante la ultima década investigaciones
donde la evaluacion de extractos de plantas con propiedades acaricidas que pueden
ser usadas en sustitucién de los productos sintéticos, las cuales son menos toxicas a
los animales, al ambiente y solubles en agua.

Especies de plantas del género de Acacia contienen en su estructura metabdlitos
secundarios que le dan propiedad bidcida, sin embargo existe pocos estudios que
aporten informacién sobre la actividad ixodicida de estos bibcomponentes contra la
garrapata R. (B) microplus.

1.10bjetivo general

Determinar la eficacia ixodicida de extractos crudos de Acacia cornigera L. en larvas
de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (acari:ixodidae)

1.1.1 Obijetivos especificos

a) Evaluar in vitro el efecto de mortalidad que tienen los extractos (acuosos y
metandlicos) en la garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus en su
etapa larval.

b) Fraccionar el extracto con mayor toxicidad sobre la garrapata
Rhipicephalus (Boophilus) microplus en su etapa larval.

1.2 Planteamiento del problema

Los ixodicidas de origen quimico que se han utilizado para el control de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus incluyen los grupos de las Amidinas (Am),
Organofosforados (OP) y Piretroides (PS); sin embargo, su uso continuo e irracional
ha ocasionado la generacion de garrapatas resistentes a la accion de estos
productos quimicos (Rodriguez et al., 2011). Incrementando un efecto negativo en el
impacto ambiental debido a la contaminacién que genera el efecto residual excretado
en las heces. Ademas de generar pérdidas economicas, productivas y predisposicion
de enfermedades causadas por hemoparasitarios (Rodriguez et al., 2005).

Ante esta problematica una de las alternativas es la investigacion sobre extractos de
planta con propiedades acaricidas, que pueden ser utilizadas en sustitucién o
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complemento de la rotacion de los productos ixodicidas de mayor uso en las
unidades de produccion.

1.3 Hipétesis
Las fracciones obtenidas de extractos acuosos y/o metandlicos de Acacia cornigera

potencian el efecto ixodicida sobre larvas de garrapata Rhipicephalus (Boophilus)
microplus (Acari:ixodidade).



Il. REVISION DE LITERATURA
2.1. Distribucion en México de la garrapata de los géneros Boophilus

La distribucidon geografica de las garrapatas en Meéxico obedece a factores
ambientales, entre los que destacan la humedad relativa, temperatura, y la
vegetacion, que son determinantes en la distribucién de las especies. Otros factores
gue intervienen en la distribucion son la altitud, presencia y abundancia de
hospederos y las practicas de control o erradicacion que el hombre ejerce sobre las
poblaciones de garrapatas.

!
\ SERVICIO NACIONAL DE SANIDAD,
3 INOCUIDAD Y CALIDAD
AGROALIMENTARIA

SAGARPA | {45 MEP SENASICA

CAMPANA NACIONAL PARA EL CONTROL DE LA
GARRAPATA Boophilus spp.

Estatus zoosanitario

[ control
[ ] Erradicacion
[ Libre

I control

Municipios en fase de control

[ con identificacién de garrapata
Boophilus spp. |

Esn Delo GDC, and other contributors

Figura 1 Situacion actual del control de la garrapta Boophilus spp
(SENASICA, 2018)

Rhipicephalus (B) microplus presenta en el pais un area de distribucion, que abarca
zonas tropicales, templadas y &ridas; en conjunto se considera que cubre 1,043,772
km?, lo que representa el 53.0% del territorio nacional, la superficie en erradicacién
abarca 67,472.76 km2, el 3.44% del territorio nacional. La superficie en control
comprende 1, 292, 407.02 km2, el 65.96% del territorio nacional. Se reconoce a los
Estados de Sonora, Tlaxcala, Aguascalientes, Baja California y Chihuahua (con
excepcion de los municipios de Morelos y Guadalupe y Calvo) y el Norte de Baja
California Sur como libres del ectoparasito. En fase de erradicacion se encuentran
los Municipios de Los Cabos y la parte sur de La Paz en Baja California Sur; los
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municipios de Ahome, El Fuerte y Choix en el norte de Sinaloa, en su margen
derecha del rio El Fuerte; los municipios de la zona Desierto del estado de Coahuila:
Ocampo y Sierra Mojada (SENASICA, 2018).

2.2. Importancia econdémica de las garrapatas en el ganado bovino.

La garrapata R. microplus ha sido la especie principal bajo control en las campanas
realizadas en México, debido a su importancia econémica y sanitaria. A través de su
accion directa o del efecto indirecto sobre la produccion animal, las garrapatas
causan las mayores pérdidas a la ganaderia bovina. El dafio de la piel que es
causado por el piguete y los abscesos que se desarrollan producen apreciables
pérdidas en el valor de las pieles. Ademas de la pérdida de sangre y un efecto por
toxinas. En el caso de las vacas lecheras, estos abscesos frecuentemente estan
involucrados en el dafio y la pérdida de uno o mas cuartos de la glandula mamaria
con la consecuente disminucion de la produccion lactea (Alvarez, 2008).

Las garrapatas tienen un efecto nocivo directo sobre la ganancia de peso de los
animales. En el ganado de engorda cada garrapata adulta repleta de sangre ha
demostrado reducir la ganancia de peso diaria en 0.6 g. La FAO menciona que las
pérdidas econdmicas atribuidas a R. (B) microplus por disminucién en la ganancia de
peso se han estimado en 7.3 US dolares/animal/afio. Asimismo, las garrapatas
producen bajas en la fertilidad, mayor tiempo en la engorda y dificultan la importacion
de razas mejoradas para incrementar la calidad genética en areas infestadas
(Alvarez, 2008).

El efecto indirecto est4 dado por las enfermedades que transmiten y por problemas
en la comercializacion de animales infestados. Se estima que en México las
garrapatas y enfermedades que transmiten producen pérdidas a la ganaderia bovina
de aproximadamente 48 millones de délares (USD) anuales (Alvarez, 2008).

2.3 Familia ixodidae

La familia Ixodidae contiene las especies conocidas como garrapatas duras y de las
cuales se conocen cerca de 863 especies (Barros et al. 2006), se encuentran
ampliamente distribuidos en las aéreas tropicales y subtropicales, templadas del
planeta, y representan un grave problema economico y de salud publica. Los
miembros de esta especie son pequefios y carecen de ornamentacion; dentro de
esta familia destacan Rhipicephalus (Boophilus) microplus y R. annulatus (Quiroz et
al, 2000).



2.3.1 Rhipicephalus (Boophilus) microplus

La especie de garrapata mas relevante para la ganaderia bovina, en definicion es un
ectoparasito que se alimentan de la sangre de sus hospedadores (hematéfagos).
Durante la toma de sangre, y a través de varias vias como la saliva, el fluido coxal, la
regurgitacion del contenido intestinal o las heces, las garrapatas pueden transmitir a
sus hospedadores un amplio y variado conjunto de patdgenos causantes de graves
enfermedades, algunas de ellas letales (Alvarez, 2008).

Fue introducida desde la india a muchas regiones de Asia tropical y subtropical,
Nororiente de Australia, Madagascar, costas Y tierras bajas de nororiente de Africa, y
muchas regiones del sur y centro América, México y el Caribe (George, 1987)

2.3.1.1 Clasificacion taxon6mica

Las garrapatas son artrépodos de la clase aracnida, organismos muy adaptados a la
vida parasitaria, ya que son chupadores de sangre que pueden llegar a pasar varios
meses sin alimentarse si las condiciones climaticas no lo permiten. Poseen un
exoesqueleto duro que recubre su cuerpo segmentado y todas en estado adulto
poseen patas en numero par (Rodriguez, 2008).

Son acaros cosmopolitas y ectoparasitos temporales obligados de reptiles, anfibios,
aves, mamiferos, incluyendo animales domésticos y silvestres. Por su tamafio

resultan observables a simple vista.

Las garrapatas Taxondmicamente se pueden clasificar de la siguiente manera
(Hoskins, 1991) (Tabla 1)

Tabla 1 Taxonomia Rhipicephalus microplus

Phylum: Arthropoda
Subphylum | Chelicerata

Clase Arachnida

Subclase Acari

Orden Parasitiformes Acarina
Suborden Ixodida

Superfamilia | Ixodoidea

Familia Ixodidae — Argasidae




2.3.1.2 Ciclo biolégico.

Cada hembra pone unos 4500 huevos. Estos tardan entre 2 y 20 semanas en
eclosionar, segun las condiciones climaticas: el calor y la humedad aceleran el
proceso. Las larvas apenas se desplazan del lugar donde nacieron. Pero pueden ser
facilmente transportadas a otros pastos por hospedadores alternativos o por
inundaciones. En periodos secos y templados pueden sobrevivir hasta 4 meses sin
encontrar un nuevo hospedador. En el suelo, las larvas se suben a las hierbas o
arbustos esperando que pase un hospedador para adherirse a él. Una vez sobre el
hospedador se fijan a él, comienzan a ingerir sangre y completan su desarrollo a
adultos en unas 2 semanas. Las hembras repletas de sangre se dejan caer al suelo
donde ponen los huevos y mueren (Cortés-Vecino, 2011).

2.3.1.2.1 Fase no parasitica.

Es llamada de vida libre y comprende desde que la garrapata hembra repleta se
desprende de su hospedero, hasta la aparicion de las larvas en la vegetacion. Esta
fase se divide en cinco periodos: a) preoviposicion, b) oviposicion, c) postoviposicion,
d) incubacion y e) eclosion. (Cruz, 2007)

a) Preoviposicion. Comprende desde el desprendimiento de la garrapata
repleta del hospedero hasta la postura del primer huevo. La garrapata B.
microplus experimenta replecion final (un llenado de sangre), lo cual
principalmente sucede durante la noche y se desprende al comienzo de la
mafana. Al caer la garrapata al suelo busca lugares sombreados y
protegido, para poder iniciar el proceso de oviposicion.

b) Oviposicion. Es el tiempo considerado desde que se inicia la puesta de los
primeros huevos hasta los ultimos.

c) Postoviposicion. Es el periodo desde que la garrapata repleta pone el
altimo huevo hasta su muerte.

d) Incubaciéon. Este periodo comprende desde que se inicia la oviposicion
hasta la emergencia de las larvas, pudiéndose ver afectado por factores
ambientales como son la humedad y la temperatura, influyendo
decisivamente en la evolucion del embrion.

e) Eclosion. Durante esta periodo la larva emerge del huevo, los mejores
porcentajes de eclosibn se obtienen en temporadas que tienen una
temperatura 6ptima de 25-35°C y una humedad relativa del 95%.



2.3.1.2.2 Fase de encuentro.

La fase de encuentro se define como el proceso de transferencia de las larvas desde
la vegetacion al hospedero y esta influenciada por variables basicas como la
distribucion, longevidad, ritmos de actividad de las larvas, la estructura y tipo de
vegetacion, asi como la densidad de bovinos y aspectos relacionados con su
comportamiento en el pastizal (Cruz, 2007).

El encuentro de hospedero comprende dos periodos: pasivo y busqueda.

a). Periodo pasivo. Este periodo corresponde al primer estimulo posterior a la
eclosion de las larvas, requiriéndose de un periodo para que dichas larvas adquieran
viabilidad necesaria para resistir los efectos del ambiente (Cruz, 2007).

b). Periodo de busqueda. Es el tiempo que transcurre durante el periodo pasivo y el
encuentro del hospedero, en este periodo las larvas utilizan su capacidad de
sobrevivencia para resistir los efectos del medio ambiente, este evento esta
influenciado por diversos factores, considerandose de mayor importancia las
condiciones ambientales, y sus reservas nutritivas las cuales afectan directamente a
la longevidad, densidad y actividad de las larvas en los pastos y que al mismo tiempo
influyen en forma directa en la cantidad y calidad de los mismos (Aguirre, 1986).

Este periodo es uno de los mas criticos en la vida de las garrapatas ya que necesitan
encontrar un hospedero adecuado, nutrirse y completar su ciclo; ademas cuentan
Unicamente con sus reservas para resistir periodos prolongados de inanicién. Otro
aspecto que influye es la densidad de hospederos, ya que es légico que cuanto
mayor sea el nimero de animales por unidad de superficie, mas facil resulta que la
larva encuentre alguno (Aguirre, 1986).

Por otra parte es importante mencionar aspectos de comportamiento y fisiol6gicos de
las larvas que les permite detectar movimientos de cuerpos en la cercania cuando se
encuentran en las partes superiores de los pastos agrupadas en grandes cantidades,
los cuales hacen que estas incrementen su actividad cuando son estimulados por el
desprendimiento de bioxido de carbono (CO,) de la piel de los animales adoptando
una posicion particular al sostenerse en sus dos patas posteriores, extendiendo el
par anterior, para tratar de adherirse al posible hospedero. La duraciéon de la fase de
encuentro varia de acuerdo a las condiciones climéaticas, influyendo principalmente la
temperatura y la humedad ambiental. La temperatura tiene una relacion inversa con
la duracion de la sobrevivencia larval, es decir a medida que la temperatura aumenta,
la duracion de dicha fase disminuye (Cortés-Vecino, 2011).



2.3.1.2.3 Fase parasitica.

La etapa parasitaria comienza una vez que la larva ha preferido a un bovino como
hospedero. Este ciclo se caracteriza por pequefias variaciones en su duracion. Al
eclosionar las larvas, permanecen cerca del lugar en que eclosionan, luego suben al
pasto y pequefios arbustos en espera de un hospedero susceptible, las larvas son
estimuladas fuertemente por el biéxido de carbono (Cortés-Vecino, 2011).

Sobre el hospedero, las larvas se fijan de preferencia en zonas protegidas de la
radiacion solar, vientre, axila, parte interna de brazo y pierna, ubre, escroto e ingle,
también se pueden encontrar en cuello, hombro, papada, etc.10 El ciclo parasitico
puede ser dividido en tres fases principales: larva, ninfa y adulto (Cortés-Vecino,
2011).

Larva. Sus caracteristicas morfolégicas mas importantes son: tres pares de patas y
una dentadura en doble fila en el hipostoma. Una vez que la larva se adhiere al
hospedero se desplaza libremente por el cuerpo del animal hasta alcanzar un sitio
adecuado para adherirse, perforando la piel del hospedero con los queliceros, fija el
hipostoma y comienza a alimentarse, a las 72 horas el movimiento de las patas se
debilita y gradualmente se minimizan en las articulaciones distales, Unicamente
persisten movimientos en las articulaciones coxofemorales (Cruz, 2007).

Una vez repleta la hembra mide aproximadamente 1.0 mm de largo, tiene el
tegumento extendido y de un color blanco cremoso. Conforme el tiempo pasa y la
muda se aproxima, el tamafo se incrementa hasta alcanzar 2.0 mm de largo. Por lo
general se puede apreciar el mayor porcentaje de larvas repletas después del sexto
dia hasta el noveno dia (Cruz, 2007).

Ninfa: Durante esta etapa ocurren los cambios morfolégicos mas significativos:
aparecen cuatro pares de patas y una doble fila de dientes (3/3) en el hipostoma.
Asimismo, se pueden apreciar espirdculos en ambos lados del cuerpo detras del
cuarto par de patas (Cruz, 2007).

La ninfa es el producto de la primera muda de la larva repleta; la cual se desprende
del tequmento para adherirse cerca del tegumento residual de su anterior fase, y se
mantiene adherido a la epidermis. Esta nueva fase parasitaria es mas pequefa que
su predecesora midiendo 1.0 mm de largo. Una vez adherida a la piel, sus patas
pierden movilidad en el mismo orden que cuando era larva. Generalmente la primera
ninfa aparece después del sexto dia post-infeccion y ya para el noveno dia, la gran
mayoria puede ser apreciada (Cruz, 2007).



La ninfa repleta tiene forma oval y de color gris oscuro, mide aproximadamente 2.5
mm de largo al comienzo y cerca de 4 mm al final de la fase. El cuerpo se estrecha
notablemente detras del Ultimo par de patas. Al final de la etapa se puede notar el
dimorfismo sexual, ya que las hembras son mas grandes y de color claro en relacion
con los machos (Cruz, 2007).

Generalmente aparecen al dia nueve post-infeccién, y la mayoria se observa
alrededor del dia 13, es posible que se observen hasta el dia 28 post-infeccion,
dependiendo en gran medida del lugar donde se localicen. El peso se incrementa
notablemente, duplicandose alrededor del dia 10 y alcanzando un méximo el dia 14
post-infestacion (Cruz, 2007).

Adulto. Los cambios morfolégicos mas sobresalientes de esta etapa son los cuatro
pares de patas y una doble fila de dientes (4/4) en el hipostoma infestacién (Cruz,
2007).

2.4. Enfermedades transmitidas por la garrapata

Babesia bovis, Babesia bigemina y Anaplasma marginale, son los agentes causales
de la fiebre debida a garrapatas en el ganado vacuno;

2.4.1 Babesiosis

La babesiosis bovina es una enfermedad infecciosa producida por protozoarios del
género Babesia; se transmite en la naturaleza Unicamente por la picadura de
garrapatas afecta a una amplia gama de animales domésticos, salvajes e incluso
seres humanos; sin embargo el impacto econémico esta dentro de las explotaciones
de ganado bovino, las especies que estan relacionadas con estos son Babesia bovis
y Babesia bigemina (Cruz, 2007).

Son transmitidas por la garrapata Rhipicephalus (B.) microplus. la transmision se
realiza en forma biolégica a través del ovario de la garrapata ingurgitada, lo que
origina larvas contaminadas. Cuando la larva pica al animal, transmite la Babesia
bovis; la transmisiéon de Babesia bigemina so6lo puede hacerse cuando la garrapata
esté en estado de ninfa o de adulto (Cruz, 2007).

La sintomatologia de babesiosis es muy parecida a la que presentan los animales
con anaplasmosis, pero ademas, se presenta hemoglobinuria debido a la destruccion
de los glébulos parasitados en la sangre circulante, mientras que en anaplasmosis
esa lisis se produce en los 6rganos hematopoyéticos como el bazo, medula ésea
(Gasque, 2008).
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Para el diagnéstico de campo se debe conocer si es una zona endémica de
garrapatas sobre todo del Género Rhipicephalus (B) microplus, los signos clinicos
sugestivos de babesiosis. Si estos signos estan también ligados a esplenomegalia y
a lesiones post mortem asociadas con destruccion eritrocitica, el diagnéstico positivo
requiere la identificacion de la Babesia en los frotis sanguineos o pruebas
serologicas (Gasque, 2008).

2.4.2 Anaplasmosis

La anaplasmosis es una enfermedad infecciosa que se presenta generalmente en
forma aguda en animales adultos y en animales que nunca han estado en contacto
con el microorganismo infectante, por bacterias intracelulares del orden rickettsiae
del género de Anaplasma (Gasque, 2008).

La transmisién de A. marginale se realiza en forma biolégica por la picadura de la
garrapata Rhipicephalus (B.) microplus, aunque también puede transmitirse en forma
mecanica por el uso de agujas u otros instrumentos quirirgicos contaminados. Los
animales jovenes son menos susceptibles a esta enfermedad (Gasque, 2008).

La enfermedad cursa con una sintomatologia clinica, donde se presenta un estado
febril poco antes o simultaneamente con la presencia del parasito en los glébulos
rojos del animal, los cuales destruye y el animal muere por anemia. Otros sintomas
diversos como ictericia, inapetencia, supresion de la produccion de leche, paralisis
del rumen, constipacion y aborto, son también muy frecuentes en los casos de
anaplasmosis (Gasque, 2008).

El tratamiento para esta enfermedad se basa en la administracion inmediata en la
primera etapa con antibiéticos como tetraciclina y imidicarbamol (Gasque, 2008).

2.5 Formas de control

El control de la garrapata se orienta en el combate de sus formas parasitas (larvas,
ninfas y adultas) con la finalidad de evitar que se originen nuevas generaciones
(Rodriguez-Vivas et al., 2011).

Segun FAO (2007), una vez que la infestacion en las colonias se concreta, no existen

medidas quimioterapéuticas faciles o econémicas. Sin embargo se han desarrollado
diferentes métodos para su control.
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2.5.1 Control quimico

El tratamiento de los animales con acaricidas quimicos es el método mas utilizado
para el control de las garrapatas. Se lleva a cabo utilizando bafios, aerosoles de
forma eficiente como tratamiento y prevencion de las infestaciones por garrapatas;
sin embargo en muchas ocasiones esta forma de control no se aplica correctamente
por parte de los productores y puede ser necesaria la asistencia veterinaria de forma
continua para conseguir tratamientos efectivos y evitar el problema de resistencias.

El tratamiento masivo con acaricidas puede ser la causa de envenenamientos de los
animales, la carne y leche, los cuales no serian utiles para el consumo humano por
los elevados riesgos sanitarios (Rodriguez-Vivas et al., 2011).

2.5.1.1 Ixodicidas utilizados para el control de las garrapatas

Organofosforados: inhiben la actividad de la enzima acetilcolinesterasa,
produciendo un aumento de estimulos nerviosos de los insectos. Son lipofilicos y se
absorben a través de la piel y se acumulan en tejido adiposo donde son liberados
lentamente la sangre y otros fluidos fisioldgicos. Tienen una permanencia de 4 a 8
dias (Rodriguez-Vivas et al., 2011).

Amidinas: causan la muerte por inhibicion de la monoaminooxidasas, aunque, no se
ha dilucidado la posible particion de los receptores octopamina. (Amitraz)
(Rodriguez-Vivas et al., 2011).

Piretroides: provocan un blogueo de la actividad motriz o bien de la produccion de
excitabilidad, incoordinacion de movimiento, irritabilidad, pardlisis, letargo y muerte
del insecto. El efecto residual es de aproxmadamentel5 dias (Rodriguez-Vivas et al.,
2011).

Lactonasmacroliticas o Endectocidas: su modo de accién es un incremento en la
liberacién del acido gammaaminobutirico (GABA) del sistema nervioso, produciendo
un estado irreversible de descanso, paralisis y muerte del parasito. En este grupo se
encuentran ivermactina, avermectina, doramectina, etc (Rodriguez-Vivas et al.,
2011).

Fenilpirazolonas: Estan relacionadas con las avermectinas por el modo de accién,
fipronil es la sustancia activa de este grupo (Rodriguez-Vivas et al., 2011).

Inhibidores de desarrollo: se caracterizan por interferir en la formacion de la
quitina, impidiendo la formacion de la cuticula, una limitante de este tratamiento es
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gue las garrapatas no mueren al instante, pero tiene un impacto en la capacidad
reproductiva (Rodriguez-Vivas et al., 2011).

2.5.1.2 Métodos de aplicacion de ixodicidas para el control de las garrapatas

Bafios de inmersion: con este método se logra un completo mojado del cuerpo del
animal, lo que permite que el producto este en contacto con los estados evolutivos
de las garrapatas (Rodriguez-Vivas et al., 2011).

Aspersién manual: es el método mas simple de mojado y es utilizado cuando son
pocos animales, el equipo primordial en una bomba de aspersion manual
(Rodriguez-Vivas et al., 2011).

Tratamiento por derrame dorsal: “pour-on” y “spot-on”: el método “pour-on”
consiste en aplicar el producto sobre la linea media dorsal del bovino, desde la cruz
hasta la base de la cola. EI método “spot-on” se aplica en una sola zona del dorso del
animal (Rodriguez-Vivas et al., 2011).

Tratamiento parental: es la aplicacién de los productos por via intramuscular o
subcutanea (Rodriguez-Vivas et al., 2011).

Tratamiento con aretes y collares impregnados: son dispositivos elaborados de
plastico que contienen el pesticida impregnado y su eliminacion es paulatina por el
lugar de aplicacion hasta alcanzar a llenar todo el cuerpo del animal (Rodriguez-
Vivas et al., 2011).

2.5.1.3 Resistencia a plaguicidas

La consecuencia de un uso extensivo de los quimicos muchas especies de
garrapatas han desarrollado resistencia a muchos de las clases de acaricidas en
varios paises del mundo. Las pruebas con larvas son particularmente eficientes para
medir niveles de resistencia de poblaciones de garrapatas. La deteccion de la
resistencia ademas del registro de los acaricidas usados ofrecen una valiosa
informacion para el manejo y control de garrapatas y el monitoreo de la resistencia
en campo.

En México el primer caso de resistencia a organofosforados (OP) fue detectada en R.
(B.) microplus en Veracruz en 1983. Hacia 1986, los acaricidas piretroides sintéticos
(SP) fueron introducidos a México para aliviar el problema de Resistencia a los OP,
sin embargo hacia 1993 se detecto la resistencia a SP (Fragoso et al., 1995). Las
amidinas (amitraz) fue introducida en 1986, su uso fue limitado por los altos costos,
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sin embargo Rodriguez-Vivaz et al (2001) confirmaron el primer caso de resistencia a
amitraz.

El desarrollo de la resistencia en una poblacion de garrapatas depende de la
frecuencia de los individuos resistentes en la poblacion y la intensidad de la presion
de seleccion realizada con quimicos. Existen reportes de organofosforados (OP),
Piretroides sintéticos (SP), amitraz, ivermectina y fipronil, los cuales representan la
mayor parte de los acaricidas disponibles actualmente en el mercado (Furlong,
1999).

2.5.2 Control bioldgico.

Depredadores: entre los depredadores de la garrapatas se encuentran las hormigas
(Pachycondylaspp), también existen alrededor de 50 especies de aves’garrapateras”,
Bacterias: Bacillusthuringienensis, Cedecealapagei que han demostrado un alta
mortalidad en condiciones de laboratorio (Fernandes y Bittencourt, 2008).

Nematodos entomopatogenos: Heterorhabditidae y Steinernematidae, tienen la
capacidad de matar a hembras ingurgitadas (Fernandes y Bittencourt, 2008).

Parasitoides: se han de mostrado que los parasitoides del género Ixodiphagusson
aislado llegan a parasitar a las garrapatas en su fase de larva (Fernandes y
Bittencourt, 2008).

Hongos entomopatdogenos: estos hongos poseen el potencial para el control de las
garrapatas, existen 700 especies, de las cuales solo el 10 % se usan para el control
los mas importantes son Metarhizium spp y Cordyceps bassiana (Fernandes y
Bittencourt, 2008).

2.5.3. Plaguicidas botanicos

Los plaguicidas botanicos son derivados de algunos érganos o ingredientes activos
de las plantas. En los dltimos afios, la aplicacion de productos botanicos ha llamado
mucho la atencidbn como alternativas efectivas a los pesticidas sintéticos. Estos
productos vegetales son muy eficaces, menos costosos, biodegradables y mas
seguros gue sus equivalentes sintéticos (Singh et al., 1996).

Varias plantas que pertenecen a diferentes familias (Meliaceae, Asteraceae,
Fabaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Apiaceae, Brassicaceae, Euphorbiaceae)
contienen una serie de fitoquimicos tales como saponinas, taninos, alcaloides, di y
triterpenoides, entre otros, los cuales presentan alta actividad insecticida (Villalobos,
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1996). Los factores climaticos influyen en la acumulacion de compuestos quimicos
en los arboles y sus estructuras morfolégicas. Las regiones tropicales tienden a
favorecer la acumulacion de sustancias quimicas en los vegetales, por lo que las
concentraciones menores de un producto elaborado con material originario de esas
zonas geograficas producen mejores resultados que los elaborados en otras latitudes
(Fernandes, 2007).

Chungsamarnyart et al. (1992) lograron aislar la fraccion activa ixodicida de la
Annona squamosa L. contra R. microplus y encontraron que los compuestos activos
constituyentes de dicha fraccion eran estructuralmente similares a esguamosina,
acetogenina y a un triterpenoide no identificado. Por otra parte Lyndon et al. (1999)
aislaron de la raiz de Petiveria alliacea un compuesto activo puro llamado
dibenciltrisulfido y lo evaluaron contra adultas R. microplus reportando eficacias de
50%. En estudios realizados en Turkia se evaluo la eficacia con extractos de
Micromeria fructicosa, Nepeta racemosa y Origanum vulgare contra ninfas y adultos
de Tetranichus urticae y se encontré que los compuestos encargados de la actividad
ixodicida eran a-terpineno, y-terpineno, timol, carvacrol, linalol, eugenol, metil-
eugenol y metil chavicol (Onder et al., 2006).

2.5.3.1 Metabdlitos secundarios

Los metabolitos secundarios son sustancias quimicas producidas por algunas
especies de plantas para su defensa, comunicacién y reproduccion. Se han
caracterizado cerca de 3,000 metabolitos secundarios de origen vegetal con
actividad biolégica sobre distintos organismos. Se le atribuye el efecto antigarrapata
a las sustancias quimicas o aceites esenciales, identificandose como metabolitos
secundarios presentes en plantas, como una forma de defensa contra los
depredadores. Le atribuyen al efecto aditivo de los compuestos su efecto repelente,
ixodicida o disminucion de la oviposicion, entendiéndose como repelente el agente
gue resiste (Mareggian, 2001).

2.5.3.1.1 Modo de accién

El efecto nocivo de los extractos de plantas 0 sus compuestos puros contra los
insectos se puede manifestar de diversas maneras, incluyendo la toxicidad, la
mortalidad, inhiben el crecimiento, la supresiéon de comportamiento reproductivo y
reducen la fertilidad y la fecundidad del insecto. La accion de los metabolitos
secundarios depende de su clasificacién, siendo los siguientes los mas comunes
(Fernandes, 2011).
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Tabla 2 Clasificacion de metabolitos secundarios
Caracteristica.
Metabolito
Son los principales componentes de los aceites esenciales,
Terpenos. provocan repelencia, inapetencia y evitan la ovoposicion

Son compuestos hidroxilados que pueden actuar como

antialimentarios; otros como los taninos actian como barrera
Fenoles por su sabor amargo, y las cumarinas inhiben el crecimiento de

hongos y son téxicas para nematodos, acaros e insectos.

Son el grupo con mayor diversidad en cuanto a metabolitos
Alcaloides secundarios, tiene una gran variedad de efectos toxicos; un
ejemplo de ellos es la nicotina.

Glicésidos Liberan cianuro cuando se hidrolizan, por lo que son toxicos y
cianogénicos repelentes.

Compuestos Los mas importantes son los tiofenos, los cuales tiene accion
azufrados insecticida y nematicida

Son compuestos que proporcionan color a las plantas vy flores,
Flavonoides por ejemplo, la rotenona. Actian como inhibidores enziméticos
y tienen actividad repelente

2.6 Fundamentos de la separacion de componentes

La separacion de los componentes de un extracto, tienen como objetivo potenciar el
efecto que pueda obtener, también se utiliza para identificar sustancias especificas.
Para llegar a estos resultados, existen técnicas cromatogréficas basadas en la
interaccion de una fase modvil liquida y una fase estacionaria. Cinco aspectos
fundamentales permiten distinguir las semejanzas y diferencias entre ellas:

El principio de separacion que emplea cada una de ellas
e Las caracteristicas de las matrices que utilizan
e La presion a la que se operan
e Larelacién de equilibrio del sistema cromatografico.
e La cinética de la adsorcion (Tejeda et.al, 2011).
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2.6.1 Tipos de Cromatografia Liquida

De acuerdo al principio utilizado para la separacion se pueden distinguir tres tipos
basicos de cromatografia por elucion: la cromatografia liquido-liquido, la
cromatografia de filtracidn en gel o cromatografia por exclusién por tamafo (SEC) y
la cromatografia por adsorcion (Tejeda et.al, 2011).

e Cromatografia liquido-liquido: En la cromatografia liquido-liquido se utiliza un
adsorbente soélido impregnado con un liquido que funciona como fase
estacionaria. La separacion de los solutos es resultado de las diferencias en
los coeficientes de particion de cada uno de los solutos de la mezcla entre las
fases liquidas (estacionaria y movil)

e Cromatografia por filtracion en gel: La cromatografia por filtracion en gel utiliza
particulas fabricadas de geles porosas que actian como mallas moleculares
que permiten separar moléculas en funcion de su tamafo. Este tipo de
cromatografia es comunmente empleada en las Ultimas etapas de los
procesos de obtencién de productos biotecnologicos

e Cromatografia por adsorcion: La cromatografia por adsorcion emplea
adsorbentes en los que los solutos a separar presentan diferentes grados de
retenciéon. Existen varias modalidades caracterizadas basicamente por el tipo
de adsorbente que emplean, llamadas cromatografia de adsorcion: fisica, de
intercambio idnico, de interaccion hidrofébica, de fase reversa y de afinidad

e Cromatografia de adsorcion simple: La cromatografia por adsorcién simple se
caracteriza por la unién del soluto al adsorbente por fuerzas débiles del tipo de
van Der Waals. Este tipo de cromatografia es poco selectiva entonces se
utiliza poco a nivel analitico, pero por su bajo costo es utilizada a nivel
industrial

e Cromatografia por intercambio i6nico La cromatografia por intercambio ionico
se basa en la interaccion electrostatica entre los grupos cargados del soluto y
los grupos de carga contraria de los adsorbentes

e Cromatografia de interaccion hidrofébica y cromatografia de fase reversa:
Tanto la cromatografia de interacciéon hidrofébica como la de fase reversa, se
basan en la interaccion entre las regiones hidrofébicas de las biomoléculas y
los grupos hidrofébicos de los adsorbentes empleados
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e Cromatografia por afinidad: La cromatografia por afinidad est4d basada
eninteracciones altamente especificas entre el soluto de interés y el
adsorbente. Este tipo de cromatografia es muy empleada en la purificacion de
proteinas. Los adsorbentes utilizados en esta cromatografia presentan grupos
quimicos llamados ligandos que son altamente especificos para la unién con
los solutos (Tejeda et.al, 2011).

2.6.2 Cromatografia en capa fina/delgada (CCF)

Se basa en la preparacion de una capa, uniforme, de un adsorbente mantenido sobre
una placa de vidrio u otro soporte. Los requisitos esenciales son, pues, un
adsorbente, placas de vidrio, un dispositivo que mantenga las placas durante la
extension, otro para aplicar la capa de adsorbente, y una camara en la que se
desarrollen las placas cubiertas. Es preciso también poder guardar con facilidad las
placas preparadas y una estufa para activarlas. La fase movil es liquida y la fase
estacionaria consiste en un sdlido. La fase estacionaria sera un componente polar y
el eluyente serd por lo general menos polar que la fase estacionaria, de forma que
los componentes que se desplacen con mayor velocidad seran los menos polares
(UNAM, 2007).

La cromatografia en capa fina presenta una serie de ventajas frente a otros métodos
cromatograficos ya que es precisa y mas simple. El tiempo que se necesita para
conseguir las separaciones es mucho menor y la separacién es generalmente mejor.
Pueden usarse reveladores corrosivos, que sobre papel destruirian el cromatograma.
El método es simple y los resultados son facilmente reproducibles, lo que hace que
sea un método adecuado para fines analiticos (UNAM, 2007).

2.6.3 Cromatografia liquida al vacio (VLC)

Esta técnica se basa en la retencion del analito en una columna sélida como granos
de fibra o cualquier otro material inerte quimicamente, sobre la cual hay distribuida
una capa fina de un disolvente afin al analito; y una fase movil liguida o gaseosa;
cuando la fase movil pasa a través de la columna, el equilibrio entre esta y la
estacionaria esta mediado por el analito, que se reparte entre ambas y queda al final
disuelto en la fase estacionaria. Las moléculas del analito se equilibran entre la fase
estacionaria y la movil, a esto se le llama particién puesto que se distribuyen, o sea
se reparten dependiendo de la fisicoquimica del sistema, entre las dos fases (UNAM,
2007).

Consta de un Soporte: cilindrico de vidrio, metal o plastico. Fase estacionaria: solida
constituida por un adsorbente polar (silicegel, alimina o ambas), también pueden ser
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resinas por intercambio anidnico o cationico, geles de cromatografia por filtracion,
etc. Fase mdvil: liquida, la cual puede variar ampliamente durante el desarrollo,
siempre en forma gradual, es decir de menor a mayo polaridad. Proceso: dependera
de la fase estacionaria, pude ser por adsorcion, intercambio ionico, filtracion,
afinidad, o particion (Tejeda et.al, 2011).

2.7 Descripcion del material vegetal
2.7.1 Género Acacia Mill.

El género Acacia es el segundo mas grande en la familia Leguminosae-Fabaceae,
con cerca de 1200 especies de distribucion pantropical. Britton y Rose (1928) lo
dividieron en 12 géneros diferentes, de los cuales tres son de distribucion restringida
en el Caribe. La mayoria de los taxbnomos aceptan Acacia como un solo género.
Vassal (1972) reconoce tres subgéneros Acacia, Heterophyllum y Aculeiferum. La
mayoria de las especies (cerca de 840) son nativas de Australia y pertencen al
subgénero Heterophyllum. Muchas de ellas han sido llevadas a otras regiones como
ornamentales y se han establecido exitosamente y, en algunos casos, se encuentran
naturalizadas, por ejemplo A. mearnsii y A. baileyana en Europa. Los otros dos
subgéneros juegan papeles ecologicos muy importantes y algunas especies tienen
diversos usos en las zonas aridas de Africa y el Medio Oriente (con cerca de 130
especies), y en el continente americano (con 230 especies). En México existen
aproximadamente 84 especies, de las cuales 34 son endémicas (Instituto Biologia-
UNAM, 1998).

2.7.1.1 Acacia cornigera L.

Tabla 3 Descripcién taxondmica Acacia cornigera

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Fabales

Familia: Fabaceae

Subfamilia: Mimosoideae

Tribu: Acacieae

Género: Acacia

Especie: A. cornigera (L.) Willd., 1806

Sinonimia. A. globulifera, A. jansenii, A. spadicigera Schltdl. & Cham,

A. campecheana Schenck
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2.7.1.2 Descripcion botéanica

Arbusto hasta de 3 m de alto, las ramas y tallos jovenes glabros. Estipulas
espinescentes de hasta 9 cm de largo, cilindricas, de 7-10 mm de diametro en la
base, de color gris pardo o verdosas. Hojas de 10.5-15 cm de largo; peciolo hasta de
1 cm de largo, acanalado, glabrescente; pinnas de 9-12 pares, de 2.8-5 cm de largo,
acanaladas, con una glandula cilindrica entre cada par, de 1-1.5 mm de largo;
foliolos 12-21 pares por pinna, de 4-9 mm de largo, de 1.5-2.5 mm de ancho,
angostamente oblongos, glabros, la base ligeramente oblicua, 4pice redondeado,
vena principal ligeramente exceéntrica. Inflorescencias en fasciculos de 2 espigas
pedunculadas, sobre un eje central de hasta 15 cm de largo, glabro, con dos espinas
pequefias (1-1.5 mm de largo) en la base de cada pedunculo, persistentes hasta
cuando el fruto madura; los pedunculos constan de dos porciones, la basal de 3-4
mm de largo, mas gruesa, con un involucro de 5 bracteas en el apice, de 1 mm de
largo, desiguales; la parte superior de unos 6 mm de largo, mas delgada, glabra;
bracteas florales de dos tipos, unas en la base de la espiga, de 0.5 mm de largo,
asimétricamente peltadas; las otras al lado de cada flor, de 1 mm de largo, peltadas;
Flores amarillas, hermafroditas o masculinas; céaliz glabro, de 1 mm de largo, tubular,
con 5 (-6) l6bulos desiguales, glabro; corola ligeramente mas larga que el céliz, de
1.2 mm de largo, tubular, 5-lobulada; ovario de 0.75 mm de largo, glabro, sésil, sin
disco intraestaminal. Fruto de hasta 10 cm de largo, terete, indehiscente, los
margenes evidentes en la primera mitad, la segunda carente de ellos, apice
ligeramente apiculado, base aguda. Semillas rodeadas por un tejido esponjoso,
amarillento, de 7-9 mm de largo, 4-6 mm de ancho, inmaduras, pleurograma evidente
desde su desatrrollo inicial (CONABIO, 2012).

2.7.1.3. Distribucién

Es nativo del sur de México y Centroamérica. Se distribuye por Belice, Costa Rica, El
Salvador, Guatemala, Honduras, México, Nicaragua y Estados Unidos (Op cit)

2.7.1.4. Fitoquimica y accion farmacologica de las Acacias

Las especies del género Acacia presenta los siguientes grupos de metabolitos:
aceites esenciales, agliconas flavonoides, alcaloides, antocianinas, antraquinonas,
carotenoides, chalconas, compuestos reductores, cumarinas, flavonoides mucilagos,
principios amargos, saponinas, taninos catéquicos (Villasefior y Espinosa, 1998).

Las dos familias de metabolitos secundarios que se encontraron con mayor fuerza en
las pruebas quimicas fueron los carotenoides y los mucilagos (Barrera y Bautista
2008). En las hojas se han detectado los esteroles colesterol, estigmasterol y beta-
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sitosterol, el alcaloide isoquinolinico tiramina y el flavonoide camferol. De las flores se
han aislado los componentes fendlicos anizaldehido, alcohol y aldehido benzoico,
para-cresol, el éster metilico del acido salicilico y el eugenol. En el fruto se han
encontrado los flavonoides glucdsido y galoil-glucésido de camferol; en la semilla, los
aminoacidos raros &cido djenkilico, sus acetilglutamil y acetilsulfoxido, &acido
pipecolico y su derivado 4-hidroxilado (Villasefior y Espinosa, 1998).

Alcaloides: Los alcaloides encontrados son dimetiltriptamina, 5-metoxi-
dimetiltriptamina y N-metiltriptamina. En la mitologia Egipcia esta asociado el arbol
de la Acacia por sus caracteristicas al arbol de la vida (Villasefior y Espinosa, 1998).

Glucoésidos cianogénicos: Diecinueve especies de Acacia en las Américas
contienen glucosidos cianogénicos, que al ser expuestos a una enzima que escinde
especificamente glucésidos, pueden liberar cianuro de hidrogeno en las hojas de la
planta, lo que puede causar toxicidad se es consumido por el ganado (Banda, 2005).
La actividad farmacologica de la planta se ha evaluado in vitro mostrando actividad
fungica contra Candida albicans. El extracto obtenido de las vainas presentd
actividad antiinflamatoria en edema de la pata en roedores, inducida por la
carragenina e histamina, otros efectos evaluados son la actividad vasodilatadora en
perros, por via intravenosa. El aceite esencial obtenido de los frutos y evaluado en
intestino de conejos mostré una actividad relajante del musculo liso, y por via
intraperitoneal en ratas, mostré actividad potenciadora de barbitdricos. Este mismo
aceite esencial, asi como una mezcla de glucoésidos extraida de la planta, mostro
actividad cardiotonica, ejerciendo efecto inotrépico y cronotrépico positivo. El extracto
acuoso de las semillas presentd actividad inhibidora de la tripsina (Villasefior y
Espinosa, 1998).
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. METODOLOGIA

3.1 Localizacidon del area de estudios

Figura 2 Ubicacidn de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia CII-UNACH

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en el laboratorio de biotecnologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, de la Universidad Autbnoma de
Chiapas, localizado en el rancho San Francisco Km. 8 de la carretera Teran al ejido
Emiliano Zapata del municipio de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas.

La separacion en fracciones del extracto crudo con mayor efectividad se realiz6 en el
Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan AC (CICY), ubicado en Calle 43 No.
130 x 32 y 34, Chuburna de Hidalgo; CP 97205, Mérida, Yucatan, México. Latitud:
20.97, Longitud: -89.62, 20° 58’ 12" Norte, 89° 37' 12" Oeste.

3.2 Colecta de Garrapatas

Se colectaron garrapatas segun protocolo de la FAO (2004), fueron hembras adultas
ingurgitadas (teleoginas) con un periodo de 45 dias sin tratamiento acaricida
(Rosado-Aguiar et al., 2010), la colecta fue por la mafiana, de forma manual,
para no causarles dafo, estas seran almacenadas en recipientes de plastico
limpios, debidamente identificados, con orificios de ventilacibn y una gasa
humedecida, para después ser transportadas al laboratorio de Biotecnologia
de la FMVZ-UNACH, ahi se incubaron a 28+2°C con una humedad relativa de
80% por 15 dias o hasta que termino el periodo de postura, posteriormente se
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colectaron los huevos en viales de plastico con un tapon de algodén hasta la
eclosion y de 7-14 dias después fueron utilizados en los bioensayos.

3.3 Seleccion y procesamiento del material vegetal

La colecta de plantas se llevo a cabo en la depresion central del estado de Chiapas
la ciudad de Tuxtla Gutiérrez. Se separaron los diferentes 6rganos de la planta (raiz,
tallo, hojas), se procedié a deshidratar mediante estufa marca Imperial 1lI® a
temperatura de 48°C durante 72 horas, posteriormente fue pulverizado hasta obtener
un cernido homogéneo en molino marca Ika Werker®, el material obtenido de cada
planta fue empacado en bolsas de nyldn, identificadas y almacenadas a temperatura
ambiente hasta su utilizacion para los extractos.

3.4 Elaboracion del extracto puro acuoso

Para la preparacion del extracto acuoso, se tomd una muestra (15 g) de material
molido de cada 6rgano de la planta a evaluar y se colocé en un vaso precipitado,
posteriormente se le adicion6 500 ml de agua destilada, se dejo hervir durante 20
minutos, repos6 durante 24 horas a temperatura ambiente. Posteriormente se filtro
con papel de filtro Whatman #1, los tratamientos se identificaron y se almacenaron a
4°C hasta su uso, considerando un tiempo maximo de almacenamiento de 72 horas
(Lannacone y Lamas, 2003).

Mediante este procedimiento se produjo una solucion madre o extracto puro (EP) de
cada oOrgano de las pantas a evaluar con una concentracion de 3% wl/v,
concentraciones mas bajas se obtendran por adicion de agua destilada en las
siguientes proporciones 20%, 40%, 60% y 80% respectivamente (Tabla 5).

3.5 Elaboracién del extracto puro metandlico

Se tomd una muestra de material molido de cada 6rgano de la planta a evaluar, se
adicioné metanol (ver Anexo 3), se dej6 macerar durante 48 horas a temperatura
ambiente, posteriormente se filtraron y el metanol fue eliminado a baja presiéon a
45°C mediante un roto vapor. Con este procedimiento se obtuvo extracto puro con
concentracion 10 mg/ mL™.

Para efecto de los bioensayos se tomo 1 gr de extracto puro obtenido y fue diluido en
100 ml de solucién a base de agua destilada:Tween 20, proporcion 98:2 v/v, esta
concentracion fue considerada solucién 100%, se obtuvieron concentraciones mas
bajas adicionando la solucién de Tween20 2% en las siguientes proporciones de
20%, 40%, 60% y 80% respectivamente (Tabla 5).
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3.6 Bioensayos

Para evaluar la mortalidad de las larvas de garrapata Rhipicephalus (B) microplus se
utilizo la prueba de Paquete larval sugerida por la FAO (2004) con larvas de 7-
21 dias post-eclosion, con cinco repeticiones, incluyendo el Control positivo (Agua
destilada para tratamientos acuosos y Tween20 2% para tratamientos metandlicos) y
el Control negativo (Amitraz 12.5%) en la dosis mas comun utilizada.

3.7 Separacion del extracto con mayor ixodicida
3.7.1 Cromatografia de Capa Delgada (CCD):

Es un proceso que se utilizo para realizar analisis cualitativo las muestras. Se
emplearon cromatoéfolios con soporte de aluminio, impregnado de silice 60 Fys4 de
0.20 mm de espesor. El extracto fue disuelto en Metanol al 2% vy se aplicaron a la
placa con un capilar. Luego la placa es introducida a la camara de vidrio con el
sistema de disolventes empleado como fase mévil. Los sistemas evaluados fueron:
Hx / Acetona 82, CH2ClI / AeOEt 82, CH2CI / MeOH 8:2,
AcOEt/Acetona/MeOH/H20d 4:4:1,5:0,5

Las placas fueron observadas bajo luz Ultravioleta de onda corta (254 nm) vy larga
(365 nm) Marca Analytikena, Finalmente la placa fue sumergida en una solucion
reveladora de acido fosfomolibdico se secaron y calentaron con una pistola de aire
caliente hasta la aparicion de los componentes.

3.7.2 Particiéon con Acetonitrilo

Se agrego 100 ml de Acetonitrilo tratando de cubrir por completo el extracto crudo
metandlico de raiz de A. cornigera, se zonificO por 2 minutos, se dejo macerar a
temperatura ambiente, la parte liquida se concentré6 en un rotovapor a 40 °C con
vacio, el producto obtenido de la evaporacion se almaceno en un vial de vidrio,
previamente pesado aqui se obtuvo la primera fraccion (M2a), el Precipitado restante
y se dejo macerar con metanol a temperatura ambiente durante 24 horas para
continuar con la Cromatografia Liquida al Vacio (VLC).

3.7.3 Cromatografia liquida al vacio (VLC)
Es una cromatografia de particion en la que el lecho estacionario esta contenido

dentro de una columna. Las particulas de fase estacionaria solida, o de soporte
recubierto con una fase estacionaria liquida, dejando una ruta abierta, el paso de la
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fase movil por el centro del tubo o columna, que estd conectado aun matraz
Erlenmeyer y este se conecta a la bomba de vacio.

Se procedi6 a filtrar la muestra que se dejo en macerando con metanol (M2b), se
agrego la muestra a 159 de Silice gel Marca Sigma-Alorich, de alto grado de pureza
(poro 60 A) y seco a temperatura ambiente.

Se utilizo una columna de 5 cm de didmetro, en la cual se agregaron los
componentes en el siguiente orden:

papel filtro (5 cm de diametro)

5 g de Silice gel Marca Sigma-Alorich de alto grado de pureza (poro 604)
Aforo a 5 cm con Silice gel 60 GF,54 marca MERCK

Agrego los 15 gramos de silice con muestra

Papel filtro

Algodon

o0k wnNE

Se usaron una secuencia de disolventes por polaridad creciente (Tabla 4), se
colocaron por separado en la columna para obtener las fracciones, posteriormente
fueron concentradas a presion reducida en un rotovapor a 40°C y almacenados en
viales de vidrio, hasta secar por completo a temperatura ambiente, fueron pesadas
almacenadas en refrigeracién a 4°C, hasta su uso en los bioensayos.

Tabla 4 Sistemas para VLC

AcOEt Acetona MeOH H,Od Etiqueta
55 4 0.5 M2b1
4,5 5 0.5 M2b2

9 0.5 0.5 M2b3
8 15 0.5 M2b4
7.5 2 0.5 M2b5
9.5 0.5 M2b6
Precipitado M2c

Se realiz6 CCD en los sistemas AcOEt/Acetona/MeOH/H,Od 4:4:1,5:0,5,
AcOEt/Acetona/MeOH/H-0Od 4:4:1,5:0,5, AcOEt/Acetona/MeOH/H,Od 4:5:0,5:0,5,
Hx/Acetona 8:2, CH,CIl,/AcOEt 8,5:1,5, AcOEt/Acetona/MeOH/H-0 4:4:1,5:0,5.

De acuerdo al plagueado las fracciones M2b5 y M2b6 tenian los mismos
componentes por lo que se decidié unir en una sola etiquetada como M2b5.
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3.8 Tratamientos evaluados

En la tabla siguiente se muestran los extractos crudos acuosos y metandlicos en las
diferentes concentraciones evaluadas para filtrar los extractos con un alto porcentaje
de mortalidad segun a la adaptacion de la NOM-ZO0-006-1993.

Tabla 5 Extractos crudos y diluciones

Acacia Tratamientos acuosos Tratamientos metandlicos
cornigera

100 | Extracto puro (100%) 100 | Extracto puro (100%)
80 | Extracto + 20% agua destilada 80 | Extracto + 20% Tween20 2%
Hoja 60 | Extracto + 40% agua destilada 60 | Extracto + 40% Tween20 2%
40 | Extracto + 60% agua destilada 40 | Extracto + 60% Tween20 2%
20 | Extracto + 80% agua destilada 20 | Extracto + 80% Tween20 2%

100 | Extracto puro (100%) 100 | Extracto puro (100%)
80 | Extracto + 20% agua destilada 80 | Extracto + 20% Tween20 2%
Tallo 60 | Extracto + 40% agua destilada 60 | Extracto + 40% Tween20 2%
40 | Extracto + 60% agua destilada 40 | Extracto + 60% Tween20 2%
20 | Extracto + 80% agua destilada 20 | Extracto + 80% Tween20 2%

100 | Extracto puro (100%) 100 | Extracto puro (100%)
80 | Extracto + 20% agua destilada 80 | Extracto + 20% Tween20 2%
Raiz 60 | Extracto + 40% agua destilada 60 | Extracto + 40% Tween20 2%
40 | Extracto + 60% agua destilada 40 | Extracto + 60% Tween20 2%
20 | Extracto + 80% agua destilada 20 | Extracto + 80% Tween20 2%

+ Amitraz
Control - -
- | Agua destilada Tween20 2% (agua destilada:Tween 20 (98:2 v/v))

3.9 Disefio experimental y Analisis Estadistico

El diseiio experimental aplicado en el estudio fue completamente al azar, con cinco
repeticiones, incluyendo los dos grupos de control, el andlisis de los datos de estudio
se hizo mediante ANOVA, la comparacion multiple de medias se hizo mediante la
prueba de Tukey con el software SAS (siglas en inglés) (Herrera y Barreras. 2005).
La concentracion letal media (CLsp) se analiz6 mediante analisis Probit, Polo Plus
sofware LeOra version 1.0.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Con base a la investigacion bibliogréfica realizada, se observé que existe poca
informacion referente a la actividad ixodicida de Acacia cornigera sobre larvas de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus; sin embargo los resultados obtenidos se
discutieron con estudios de otros autores realizados con diferentes géneros y
especies vegetales.

Los resultados preliminares obtenidos en este estudio se muestran en el cuadro A1y
A2 del anexo donde se demuestra el efecto dosis-respuesta en los bioensayos con
larvas, para el andlisis estadistico se consideraron los Tratamientos en su
concentracion 100% (extractos crudos), los cuales evidenciaron un efecto en la
mortalidad de la larva de la garrapata R. microplus entre 50-86% para los extractos
acuosos y 83-95% para los extractos metandlicos (Tabla 6).

Tabla 6 Efecto en la mortalidad de larvas de Rhipicephalus microplus de
extractos crudos de Acacia cornigera

Organo, Concentracion

Tratamiento Metandlicos Acuosos P N
Raiz 100 95 +5.61 a 62 +4.45 abc <.0001 5
Tallo 100 93 +3.00 a 86 +3.67 a <.0001 5
Hoja 100 83+2.73 ab 50+12.94 bc <.0001 5
Control + 67 +7.84 b 67 +7.84 ab <.0001 5
Control - 24 +£291 c 28 5,14 c <0001 5

Los valores con diferentes letras son significativamente diferentes; analizado por la prueba
de Tukey al 5% de probabilidad (p <0.05)

De acuerdo con el analisis estadistico de los datos obtenidos, el tratamiento Tallo100
acuoso exhibié una mortalidad de 86% (+3.67) sobre larvas de R. microplus, mayor a
lo reportado por Ruiz (2013) en su estudio donde evalué el efecto larvicida del
extracto acuoso de tallo de Acacia farneciana sobre R. microplus con un 60% de
mortalidad.

La eficacia de mortalidad que demostraron los tratamientos metandlicos fueron;
Hojal00 83% (+2.73), inferior a lo que reporta Souza et al. (2017) en su estudio,
donde evaluaron el extracto etandlico de hoja de Ocotea aciphylla (laurel fofo) con un
90% de mortalidad, pero superior a lo descrito por Heimerdinger et al, (2006) con
extracto etandlico de Cymbopogon citratus (te de limén) con 46.6% a las 72 horas
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post tratamiento; dado que el tratamiento Tallol00 expuso una eficacia de 93%
(x3.0), este resultado fue superior a lo reportado por Rosado-Aguilar et al., (2010a)
quienes evaluaron extractos de tallo de Parthenium hysterophorus (Altamisa) con un
15.2% de mortalidad.

El extracto metandlico que evidencié un efecto elevado sobre la mortalidad de larvas
de R. microplus, que segun lo establecido en la modificacion a la NOM-ZOO-006-
1993 puede ser considerado efectivo, fue el tratamiento Raiz100 con un 95% (+4.86),
similar a lo reportado por Rosado-Aguilar et al., (2010b) donde reportan un 95% de
mortalidad de larvas usando extractos de Petiveria alliace (ufia de gato), pero
superior a lo reportado por Rodriguez, et al., (2015) con extracto puro de Morus alba
(morera) 73.3% de mortalidad y a lo reportado por Dantas, et al., (2016) con el
extracto etandlico de Amburana cearensis (roble criollo) con 66.88%,

De acuerdo con la determinacién de la Concentracion Letal media (CLsg) de los
organos de la planta evaluada, se evidencio el efecto toxico que ejercen sobre el
50% de la poblacién de larvas de R. microplus es altamente eficaz, pero la dosis mas
baja expuesta es la estructura Raiz con un valor CLsp de 2.12 g/L (Tabla 7); por ello
fue el extracto seleccionado para fraccionar.

Tabla 7 Concentraciéon Letal Media de extractos metanodlicos

Acacia cornigera Pendiente r? EE CL 5 (IC) CL ¢ (IC)
g/L g/L
Hoja 0.652 0.145 0.28 4.39 379.13
(1.24-15.58)  (106.94 — 1344.10)
Tallo 1.435 0.89 0.143 4.1 3177
(2.15-7.81) (16.67 — 60.55)
Raiz 1.043 0.563 0.198 2.12 41.93

(0.87-5.17)  (17.18 — 102.34)

Concentracion Letal media ClLsg y CLgy de extracto metandlico de A. cornigera sobre R. (B.)
microplus e intervalos de confianza respectivos, calculados a partir de la prueba probit.* g/L

El efecto obtenido de las fracciones con una concentracién de 5 mg/ml sobre larvas
con una edad promedio de 14 dias de R. microplus evidencian mortalidades de 69.8-
97.14% (Tabla 8)
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Tabla 8 Efecto de fracciones en la mortalidad de larvas de Rhipicephalus

microplus
Tratamiento Concentracién Mortalidad P N
M2b1 5 mg/ml 97.14 +1.01 a <.0001 7
Control + 2 ml/L 93 £2.54 a <.0001 5
M2b5 5 mg/ml 90.71 +3.84 a <.0001 7
M2b4 5 mg/ml 90 #5.11 a <.0001 7
M2b3 5 mg/ml 82.85 +7.22 a <.0001 7
M2b2 5 mg/ml 78.57 +6.14 a <.0001 7
M2c 5 mg/ml 69.57 £9.09 a <.0001 7
M2a 5 mg/ml 69.28 +11.56 a <.0001 7
Control - 98:2 mi 35 353 b <.0001 5

Los valores con diferentes literales son significativamente diferentes; analizado por la prueba
de Tukey al 5% de probabilidad (p <0.05)

Las fracciones M2b1l, M2b5 y M2b4 fueron los tratamientos que tuvieron actividad
ixodicida mas alta, por lo que fueron analizadas a diferentes concentraciones (<5
mg/ml); sin embargo se demostré que la concentracion mas efectiva fue 5 mg/ml
(Tabla 9).

Tabla 9 Efecto de fracciones con concentracion <mg/ml en la mortalidad de
larvas de Rhipicephalus microplus

Tratamiento Concentracion % Mortalidad P N
M2b1 5 mg/ml 97.14 +1.0101 a <.0001 7
M2b5 5 mg/mi 90.71 £3.8465 ab <.0001 7
M2b4 5 mg/ml 90 +5.1176 ab <.0001 7
Amitraz 12.5/100 ml 90 £4.1833 ab <.0001 5
M2b1:10 0.5 mg/ml 90 £2.8867 ab <.0001 3
M2b1:20 1 mg/ml 88.33 £6.6666  abc <.0001 3
M2b1:60 3 mg/mi 80 £13.2287 abc <.0001 3
M2b1:40 2 mg/ml 73.33 +£13.6422 abcd <.0001 3
M2b4:60 3 mg/ml 64 +£12.2882 abcd <.0001 5
m2b5:20 1 mg/ml 59 £9.2736  abcd <.0001 5
m2b5:40 2 mg/ml 59 £9,4074 abcd <.0001 5
m2b4:80 4 mg/mi 56 +7,4833 abcd <.0001 5
m2b4:20 1 mg/ml 55 +10,3682 abcd <.0001 5
m2b5:60 3 mg/ml 54 +15,2807 abcd <.0001 5
m2b4:40 2 mg/mi 50 £7.9056 bcd <.0001 5
m2b5:80 4 mg/mi 46 +4.8476 cd <.0001 5
Tween20 2% 2 ml/98ml 34 +6.2048 d <.0001 5

Los valores con diferentes literales son significativamente diferentes; analizado por la prueba de
Tukey al 5% de probabilidad (p <0.05)
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Segun el analisis estadistico (P<0.05), dictamina el comportamiento de los
tratamientos evaluados con actividad ixodicida, M2b1l demostr6 mayor actividad con
un 97.14% de mortalidad, algo similar a las fracciones que obtuvieron Kumar et.al,
(2016) de Ageratum conyzoides reportando una mortalidad de 96.2—97.5%, Souza et.
al, (2017) con fracciones de Ocotea aciphylla 84.2% y 100% con una dosis de 50
mg/ml; también lo reportado por Rosado-Aguilar et al., (2010b) evalu6 particiones a
partir del extracto hexanico de Petiveria alliaceae con eficacia de 93.6%, y lo
reportado por Sarda et al. (2007) con mortalidad de larvas de 100%, 96.7% con
particiones del extracto crudo metanolico de Hypericum polyanthemum con
concentraciones de 50, 25 mg/ml respectivamente.

Mayor a lo reportado por Sarda-Ribeiro et al. (2008) con particiones del extracto
hexanico de Calea serrata (Jaral de castilla) con un 52.7% de mortalidad en
concentracion de 6.25 mg/ml, posteriormente a 48 horas de exposicion; por Dantas
et al., (2016) con la particion a base de hexano del extracto etilico de Amburana
cearensis con una mortalidad de 67% con una dosis de 25 mg/ml, por Ferraz et al.,
(2010) con extracto hexanico, etandlico y acetato de etilo de Piper aduncum
(Piperaceae) con diferente concentraciones entre 1 y 20 mg/mL con mortalidades de
17.2, 40.5y 70.42% respectivamente.
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V. CONCLUSION

Si bien esta planta no se ha reportado como ixodicida, con estos resultados se puede
corroborar que tiene un efecto favorable sobre la mortalidad de las larvas de
garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

El efecto ixodicida de los extractos crudos de Acacia Cornigera en las larvas de R.
microplus evidenciaron ser efectivos para la mayoria de tratamientos con relacion al
control positivo; sin embargo el tratamiento Raiz 100 metandlico demostré una
mortalidad del 95% (x 6.8), y CLso de 2.12 g/Litro.

De las 7 fracciones separadas del extracto crudo metandlico de raiz se puede
mencionar que todas tienen un efecto positivo sobre la mortalidad de larvas de
garrapata R. microplus; sin embargo M2b1 con una mortalidad de 97.14% demostro
ser mas eficiente con dosis de 5 mg/ml.

Sugerencia

Con base a la investigacion bibliogréfica realizada, se puede considerar que este
trabajo puede ser pionero en demostrar la eficacia de Acacia cornigera sobre la
mortalidad de larvas de R. microplus; por lo que es posible que los productos
botanicos, no solo pudieran ser utiles en la ganaderia organica, sino también en la
ganaderia convencional, como una alternativa para el control de la garrapata R.
microplus, sin menos dafo del medio ambiente y la salud de la humanidad, lo cual
es una demanda mundial. Por lo tanto, es esencial invertir en el desarrollo de una
industria fitoterapeutica, con enfoques interdisciplinarios hacia la busqueda de
soluciones a este importante tema.
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VII.  ANEXOS

Cuadro A 1 Resultados de tratamientos acuosos

Tratamientos acuosos Acacia cornigera
Organo, Concentracion

Tratamiento % Mortalidad P
Tallo 100 86 +£8,83 a <.0001
Tallo 20 83 £8,83 a <.0001
Raiz 40 81 +£883 a <.0001
Tallo80 79 +8,83 a <.0001
Tallo 40 73 8,83 a <.0001
Raiz 80 73 +8,83 a <.0001
Tallo 60 73 +8,83 a <.0001
Raiz 20 72 +£8,83 ab <.0001
Raiz 60 70 +£8,83 ab <.0001
Control + 67 £8,83 ab <.0001
Hoja 20 65 *+8,83 ab <.0001
Raiz 100 62 *£8,83 ab <.0001
Hoja 40 59 +8,83 ab <.0001
Hoja 100 50 +8,83 ab <.0001
Hoja 60 47 +8,83 ab <.0001
Hoja 80 47 +8,83 ab <.0001
Control - 28 £883 b 0.0023

Los valores en la tabla 3 con diferentes letras son significativamente
diferentes; analizado por la prueba de Tukey al 5% de probabilidad (p

<0.05)



Cuadro A 2 Resultados de tratamientos metandélicos

Organo, Concentracion
Tratamiento % Mortalidad P

Raiz 100 95 +6,8 a <.0001
Tallo 100 93 +6,8 a <.0001
Tallo 80 90 +6,8 a <.0001
Tallo 60 87 6,8 a <.0001
Raiz 60 86 +6,8 a <.0001
Raiz 80 85 +6,8 ab <.0001
Hoja 100 83 6,8 ab <.0001
Hoja 80 83 6,8 ab <.0001
Raiz 20 80 6,8 ab <.0001
Raiz 40 77 6,8 ab <.0001
Hoja 20 77 +6,8 ab <.0001
Tallo 40 75 6,8 ab <.0001
Tallo 20 73 6,8 ab <.0001
Hoja 60 69 6,8 ab <.0001
Control + 67 6,8 ab <.0001
Hoja 40 51 +£6,8 bc <.0001
Control - 24 +6,8 c .0007

Los valores en la tabla 3
diferentes; analizado por la prueba de Tukey al 5% de probabilidad (p

<0.05)

con diferentes letras son significativamente

Cuadro A 3 Rendimiento del extracto crudo metanélico

Organo Muestra molida (g) Metanol (ml) Rendimiento (g)
Hoja 100 600 6,0264
Tallo 100 600 3,0519
Raiz 100 600 4,0341
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