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Resumen

El presente trabajo se desarrollé en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia,
consistié en ver la efectividad ixodicida de la sintesis de nanoparticulas de plata en
extracto de C. Longirostrata Hook. & Arn, sobre la garrapata Rhipicephalus microplus. En
primera instancia se procedidé a realizar una prueba preliminar evaluando la toxicidad
(mortalidad) de la planta sobre la garrapata en su etapa larval, para ello se usaron
estructuras de la planta como son hoja y tallo para elaborar los respectivos extractos
extractos de la planta. La finalidad de la primera etapa fue determinar la concentracion
mas toxica que se usaria para realizar los bioensayos en la garrapata en su etapa adulta,
el criterio para su seleccion fue demostrar una actividad toxica igual o superior de 80%;
para ello se evaluaron las siguientes concentraciones 100, 80, 60, 40 y 20%
respectivamente. El disefio experimental utilizado fue completamente al azar evaluando
los tratamientos mediante la prueba de inmersion de larvas modificada por Santamaria y
Soberanes (2001), cada tratamiento tuvo tres repeticiones incluyendo el grupo control que
fue agua destilada. Con base al resultado de la primera etapa, el tratamiento seleccionado
para dar continuidad al estudio fue el hecho a base de tallo de C. longirostrata con
concentracion de 100%, el cual se le denomino “tratamiento madre”, el cual sirvi6 para
realizar mas fracciones con adiciébn de nanoparticulas de plata y evaluar su toxicidad
sobre la garrapata en etapa adulta, las variables evaluadas fueron; mortalidad y eficiencia
reproductiva (ER), este es un valor util para evaluar la eficacia del producto (RI). En
cuanto a los resultados de esta etapa, se observé que las concentraciones que mostraron
mayor efectividad sobre la mortalidad de la teleogina fueron los tratamientos de 100% y
75% con 46% y 42% respectivamente. Respecto a las variables reproductivas, el
tratamiento con concentracion de 50% mostro mayor efectividad, con 11.5% para RE y
35.5% para RI, no se observoé diferencia significativa en este ultimo (35.5% *0.2). Si bien
existe poca informacién sobre la actividad ixodicida de C. longirostrata sobre R. microplus,
este estudio comprobd que es eficaz sobre la mortalidad de R. microplus durante su etapa
larval y moderadamente eficaz sobre la eficiencia reproductiva durante la etapa adulta.

Palabras Claves: Nanoparticula, C. longirostrata, R. microplus, mortalidad, capacidad
reproductiva



I. INTRODUCCION

La garrapata Rhipicephalus microplus es uno de los principales ectoparasitos que afectan
a los bovinos en zonas tropicales y subtropicales, siendo esta parasitosis sumamente
importante en el estado de salud de los bovinos, ya que es el vector por el cual se
transmite las enfermedades hemoparasitarias como son Anaplasmosis (Anaplasma
marginale) y Piroplasmosis (Babesia bovis). Siendo su principal caracteristica reproductiva, en
un solo hospedero cumple todo su ciclo biolégico. De ahi el éxito de su reproduccion, pero
dificultando su control. Entre las muchas consecuencias de éste &caro es que afecta la
produccion de leche y carne en las unidades de produccidon pecuarias; problemas
econdémicos, debido a los dafios en la piel de los animales, mortalidades y dificultad para

su control (Alonso et al., 2013).

Generalmente su control ha sido a base de productos quimicos, primeramente se usaron
los organosfosforados (OP), siguieron en el siguiente orden los derivados de piretroides
sintéticos (PS), amidinas (AM), Lactonas macrociclicas (LM). Pero debido a su mal manejo
en su uso y aplicaciébn generd la creacién de cepas de garrapatas resistentes a los
productos; esto hizo necesario desarrollar nuevos métodos de control como son los
siguientes: reducir la frecuencia de aplicacion de los productos, uso de productos
sinergistas, mezclas de acaricidas, rotacion de productos quimicos, control bioldgico,
introduccion de razas de ganado resistentes, manejo y quema de praderas, mejora de
inmunidad, el uso de compuestos secundarios de plantas como antiparasitarios no

convencionales (Cortés et al., 2010).

Ante esta circunstancia, ultimamente se han desarrollado investigaciones donde productos
derivados de las plantas, como son los extractos y aceites esenciales, se han usado para
evaluar la toxicidad de las plantas sobre la garrapata como productos de control sustitutos
de los productos quimicos, considerando que éstos se caracterizan por ejercer menor
impacto a los ecosistemas, ser menos toxicos en los animales y humanos, generar bajo
riesgo de resistencia y ser solubles en agua u otros solventes. En base a esto y con el

objetivo de potenciar la accién de estos productos, se ha valorado que la sintesis de



nanoparticulas de metales pesados proporciona un efecto sinérgico de su accion, ya que
estas, por su diminuto tamafio, pueden unirse a sustancias que reconocen las células. y
tejidos con mayor facilidad, actuando como biosensores en el cuerpo y se les puede
agregar un agente antimicrobiano que actuara como medio de transporte lo que mejorara el
tratamiento al momento de seleccionar el érgano diana, esto significa que reconoceran el
mejor lugar en el sitio de accidén del farmaco, consiguiendo una eficacia que diferira por

segundos respecto a otros farmacos (Sarkar & Paul, 2017).

En este sentido, se evaluaron extractos de alrededor de 55 especies de plantas de 26
familias en todo el mundo. En algunas especies se han identificado principios activos con
actividad insecticida y/o acaricida, pero pocas sustancias mostraron mayor actividad contra
Rhipicephalus microplus (Borges, 2011). Las especies mas estudiadas son Melia azaderach
y Azadirachta indica (Meliceae). Sin embargo, el estudio con de la familia Fabacea-

Mimosae es limitado.

Crotalaria Longirostrata Hook & Arn es tradicionalmente conocida como “Chipilin” pertenece
a la familia Fabaceae, se caracteriza por ser un arbusto de ramificacion abundante,
compuesta por hojas ovaladas y pequefias, verde oscuro, flores en las puntas de color
amarillo en sus cada una de sus ramas; conteniendo hierro, calcio, acido ascérbico y
rivoflavina, estudios demuestran que la planta posee propiedades purgantes, narcoética,
mineralizante ademas ayuda a la produccion de globulos rojos. Sin embargo, no se
encontré informacion sustantiva que permita a la planta demostrar su actividad toxica sobre

la garrapata Riphicephalus microplus (Miranda et al., 2018).

1.1 Problema de investigacion

La garrapata y lo que se refiere a los problemas de sanidad, econémicos y de exportacion
afectan principalmente para las zonas tropicales y subtropicales. Se han usado varias
estrategias para la mitigacion, pero no se han obtenido resultados satisfactorios debido al
uso indiscriminado de acaricidas o en la busqueda de productos de origen biolégico para
reducir el impacto del problema. Por otra parte, el tema de la resistencia a los productos
guimicos, cambios en el clima, las vegetaciones hacen cada vez mas complicado el

control de éste acaro; lo cual representa un gran reto para la investigacion; buscando



nuevas alternativas para la lucha contra éste ectoparasito y asi también para las
enfermedades que derivan de ellos. Todo esto aunado al incremento en cuanto al impacto
ambiental que trae como consecuencia debido a los efectos residuales excretado en las
heces de los animales.

Considerando que ultimamente se han realizado estudios con productos derivados de las
plantas como estrategia alterna, se podria sumar a esta alternativa el uso de
nanoparticulas de plata sintetizadas en la planta de chipilin (C. longirostrata Hook) para

evaluar su actividad toxica sobre la garrapata (Benavides, 2016).

1.2 Objetivo general

Evaluar in vitro el efecto toxico de las bionanoparticulas de Chipilin (Crotalaria
Longirostrata Hook & Arn) sobre Rhipicephalus (B) microplus.

1.2.1 Objetivos especificos

Evaluar el efecto de mortalidad que tiene el extracto de chipilin sobre la garrapata
Rhipicephalus microplus en su etapa larval,

Evaluar el efecto de mortalidad que tiene la adicion de nanoparticulas de plata al extracto
de chipilin sobre la garrapata Rhipicephalus microplus en su etapa larval,

Seleccionar y fraccionar el tratamiento de mayor eficacia en los bioensayos durante la
evaluacion en la fase larval para ser evaluado en R. microplus en su fase adulta,

Evaluar el efecto en la capacidad reproductiva que tienen las fracciones de nanoparticulas
de plata en extractos de chipilin sobre la garrapata Rhipicephalus microplus en su etapa
adulta.

1.3 Hipotesis
La sintesis de nanoparticulas de plata usando extractos de Crotalaria Longirostrata Hook

& Arn tienen efecto ixodicida sobre la garrapata Rhipicephalus microplus en sus diferentes

etapas; larval y adulta.



|. REVISION DE LITERATURA

2.1 Distribucién en México de Rhipicephalus microplus

En nuestro pais se distribuye en relacion a varios factores ambientales, como es la
vegetacion, humedad relativa, altitud y temperatura los cuales son importantes para su
supervivencia. Asi también la relacién entre presencia de hospederos, malas préacticas
pecuarias, realizadas en cuanto a su control y/o erradicacion (SAGARPA, 2018).
Rhipicephalus microplus se distribuye en todo el mundo en zonas tropicales y
subtropicales. Es un ectoparasito endémico del subcontinente indio, parte importante del
continente asiatico tropical y subtropical, Madagascar, el nordeste de Australia, el Caribe,
el sudeste africano, México y diversos territorios en América del Sur y Central. Se tiene
conocimiento que en EE. UU. ya se ha erradicado, pero se ha localizado casos en

California y Texas en las areas cuarentenarias de la frontera con México (INIFAP, 2009).

Segun datos del Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria
(SENASICA, sus siglas) sefalan que solo el 30.6% del territorio nacional se encuentra
libre de garrapatas, este territorio cubre una extension de 599,367.84 km cuadrados, y
ocupa entidades federativas como son Sonora, Tlaxcala, Aguascalientes, Baja California
el Norte de Baja California Sur y Chihuahua, este ultimo no incluye las localidades de
Morelos y Guadalupe y Calvo, el resto del territorio nacional se encuentra en las etapas
de erradicacién y control (Figura 1) (SENASICA, 2023)
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Figura 1 Situacion actual de la garrapata Boophilus spp en México.
Fuente SENASICA-SADER, 2023. Tomado de
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2.2 Importancia de la garrapata Rhipicephalus microplus en la ganaderia bovina

Rhipicephalus microplus (antes conocida como Boophilus microplus) es la garrapata de
mayor impacto en la ganaderia bovina a nivel mundial. Es una garrapata clasificada
dentro del grupo de las duras, que afecta a una gran diversidad de fauna como: ganado
bovino, perros, bufalos, caballos, asnos, ovejas, ciervos, cabras, cerdos y silvestres. Al
respecto, Rodriguez-Vivas et al., (2007) en su estudio reportan que el ganado de engorda
puede llegar a tener una pérdida de ganancia de peso diario de hasta 0.6 gramos,
mientras que Alvarez et al., (2008) sefialan que el efecto se puede observar reduciendo el
indice de fertilidad en el ganado de engorda conllevando un mayor tiempo en el periodo

de la engorda dificultando su exportacion.

Otros estudios sefalan que su relevancia radica en el grado y proporcion del dafio en los
animales como son; pérdida de sangre, inoculacién de toxinas, dafios en la piel, gastos
para su control impactando en el incremento de los costos de produccion, ya sea leche o
carne bovina, afectando su capacidad reproductiva e inmunologiva de los animales,
ademas, de ser el principal vector de agentes etiologicos de enfermedades
hemoparasitarias, Babesia bovis, Babesia bigemina y Anaplasma marginale, (Solérzano,
2008; Ramos y Garcia, 2009; Rodriguez-Vivas et al., 2010).

Datos seifalan que aproximadamente el 80% del ganado bovino a nivel mundial, se
encuentra en zonas infestadas. En nuestro pais se estima que, debido a esta
problematica, se reduce su valor en cuanto a su piel y pérdida de sangre; éstas pérdidas
alcanzan de 41 a 48 millones de délares (USD) anuales en la ganaderia bovina (Alonso et
al., 2013). La FAO (2003) sefala pérdidas econémicas por 7.3 US dolares/animal/afio, en

relacion a la ganancia de peso.

2.3 Clasificaciéon taxonémica de la garrapata

Este parasito se clasifican como artropodos, miembros de las garrapatas duras,
adaptables a la vida como parasitos, hemato6fagos son muy resistentes a condiciones
extremas de frio y llegan a sobrevivir sin alimento durante meses. Su principal

caracteristica que la diferencia de las blandas es que tiene un hipostoma, palpos y un



exoesqueleto duro que recubre su cuerpo, los cuales podemos observar perfectamente.
Cada una dependiendo, su estado maduro tiene patas en numero par y las podemos
observar a simple vista (Rodriguez et al., 2008).

Las garrapatas Taxonomicamente se pueden clasificar de la siguiente manera

Cuadro 1. Taxonomia Rhipicephalus microplus

Phylum Arthropoda

Subphylum Chelicerata

Clase Arachnida

Subclase Acari

Orden Parasitiformes
Acarina

Suborden Ixodida

Superfamilia  Ixodoidea
Familia Ixodidae — Argasidae
(Fuente: Wood & Hoskins, 1991)

2.3.1 Ciclo biolégico

Se alimentan, mudan sus tres fases (larvas, ninfas y adultos), copulan sobre el mismo
individuo; durante ese ciclo, asi como en la toma de sangre, y otros procesos fisiologicos
de la garrapata llegan a transmitir a sus hospedadores una gran variedad de patégenos
causantes de graves enfermedades (Alvarez, 2008). Una sola hembra llega a oviponer
alrededor de 4500 huevecillos, tardando de 14 a 140 dias en eclosionar, una vez
eclosionando las larvas que es el primer estadio buscan a su huésped arrastrandose por
el suelo, para posteriormente, subirse a los arbustos esperando a su hospedador o
también se ayudan por medio de inundaciones, viento u otros hospedadores para

finalmente adherirse a él.



Principalmente las podemos encontrar adheridas en lugares como abdomen, pecho,
muslos, ingle debajo de las orejas sobre todo en lugares donde no les llegue el sol, para
poder fijarse al animal y empezar a alimentarse la cual se lleva a cabo una sola vez,
posteriormente seguir su proceso biologico y finalizar ingurgitadas ya en su etapa de
adultas. En cuanto a las garrapatas macho en su etapa adulta maduran sexualmente
después de que se alimentan y posteriormente se aparean, es ahi donde la hembra se
desprende del animal y busca un lugar donde depositar los huevecillos que por lo regular
lo oviponen en grietas o debajo de las piedras y la hojarasca, alejados de los rayos del sol

para evitar la desecacion de los huevos (Cortés-Vecino, 2011).

2.3.1.1 Fase no parasitica

Una vez alimentada la garrapata o ingurgitada se desprende del huésped y empieza a
buscar un lugar en donde poner sus huevecillos, a esta etapa se conoce como fase no
parasitica. Gallardo y Morales (1999) sefialan que esta fase comprende de los siguientes

periodos:

Preoviposicién: Casi siempre por la mafiana y una vez ingurgitada éste ectoparasito, se
deja caer al suelo en busca de un lugar donde oviponer, lugares hiumedos, alejados de la
luz solar, con condiciones apropiadas de humedad relativa (80-90%), ésta etapa dura
aproximadamente de 2 a 4 dias, sin embargo, puede variar dependiendo de la

temperatura (Gallardo y Morales, p. 79).

Oviposicion: Etapa donde inicia cuando pone su primer huevecillo hasta la Gltima postura.
La cual puede durar toda la etapa 14 dias. Sin embargo, puede variar en tiempo y
cantidad de huevos, dependiendo la estacion del afio y temperatura (Gallardo y Morales,
p. 79).

Postoviposicion: Etapa cuando la hembra ha puesto el ultimo huevecillo y
posteriormente muere ya que ha finalizado su funcién. Seguin Nufiez y ayudantes se lleva

acabo, alrededor de 2 a 15 dias.



Incubacién: Etapa donde los huevecillos comienzan a prepararse para la eclosion para
dar inicio a la fase larval, en la mayor parte de las etapas van relacionados con la
humedad y temperatura que influyen directamente en cuanto a su supervivencia de los
mismos o afectar su desarrollo, tiempo en que se lleva acabo de 15 a 51 dias (Polanco-
Echeverry y Ri0s-Osorio, 2016. P 86).

Eclosion: La etapa final en donde ya los huevecillos han eclosionado, esto puede durar
de 14-60 dias aproximadamente. La cantidad de huevos eclosionados varia ya sea verano
o invierno o condiciones adversas y verse afectada la cantidad de huevos eclosionados o

larvas que no sean viables para sobrevivir (Polanco-Echeverry y Rios-Osorio, 2016. P 86).

2.3.1.2 Fase Parasitica.

También se le conoce como fase de encuentro, esta etapa al igual que la “no parasitica”
van muy relacionadas en cuando factores de humedad y temperatura de igual manera,
son muy resistentes a la falta de alimento, una vez eclosionadas las larvas y adquirida
viabilidad empiezan a buscar su huésped, con ayuda de quimiorreceptores los cuales le
ayudan a percibir el olor, calor, diéxido de carbono que emiten los animales cuando estos
caminan sobre los arbustos y se les trepan para seguir su ciclo biolégico. (Canales, 2007;
Alonso et al., 2013).

El periodo parasitico comprende 3 etapas: larva, ninfa e imago (Cortes-Vecino, 2011).

Larva: En esta fase hay caracteristicas relevantes principalmente en las patas ya
gue, en esta etapa tienen tres pares de patas; una vez que la larva ha localizado a
su huésped empieza a buscar lugares estratégicos en donde permanecer y
alimentarse de los liquidos tisulares perforando la piel por medio de su 6rgano
bucal que son los queliceros e introduciendo el hipostoma. Aumenta de tamafo y
se prepara para pasar a la fase de ninfa. Lugares como piernas, ingle, escroto las
partes internas alejadas de los rayos del sol son basicos para su supervivencia
(Cruz, 2007).



Ninfa: Suceden cambios morfologicos en donde se puede observar la diferencia
entre una garrapata macho y una hembra, asi también deja de ser larva para
convertirse en ninfa, ya no son tres pares de patas sino cuatro pares. La hembra
ingurgitada realiza su muda a adulta asi mismo aumenta su tamafio, la cual puede

llegar a tener el doble se su tamario inicial (Gasque, 2008).

Adulto o Imago: esta fase ya es la fase final de su ciclo parasitico en donde la
hembra se desprende del animal para pasar a la etapa no parasitica, una vez ya
repleta y fecundada, contrario a los machos que siguen sobre el animal
alimentandose y apareandose para dar lugar a mas descendencia (Fiel & Nari,
2013).

2.4. Enfermedades transmitidas por la garrapata

Los agentes etioldgicos causantes de enfermedades transmitidas por garrapatas son

Babesia bovis, Babesia bigemina y por la rickettsia Anaplasma marginale.

2.4.1 Anaplasmosis

Enfermedad hemoparasitarias causado por la bacteria Anaplasma marginale, cuando son
infectados por la mordedura de la garrapata y ésta le transmite al huésped la bacteria
desencadenando una serie de signos al animal afectandole los glébulos rojos y por lo
consiguiente desarrollando una anemia severa. Es una enfermedad que puede afectar a
todas las especies de animales incluyendo al hombre. Su periodo se incubacion es de 2 a
4 semanas aproximadamente. Animales que son infectados pueden llegar a sobrevivir
siendo reservorios de la enfermedad, otro método de transmision el por fomites, una
enfermedad que ocasiona pérdidas en las unidades de produccién debido a los abortos y
miasis debido a las heridas expuestas, causadas cuando la garrapata se alimenta en
casos muy avanzados puede ocasionar la muerte del huésped (Gonzélez et al., 2013;
Corona et al., 2005).

Los tratamientos a base de tetraciclinas de accion prolongada pueden ayudar con la

enfermedad; de igual forma se puede usar para expeler el microrganismo de los



portadores infectados cronicamente; transfusiones de sangre para prevenir muerte en

casos de anemia grave (Corona et al., 2005).

2.4.2. Babesiosis

Los signos patognomodnica es que causa una lisis eritrocitica extensiva, la cual es
causada por el protozoario Babesia bigemina, la hemoglobinuria y hemoglobinemia
severa acompafiada por fiebre, ademas de taquicardia, pelo hirsuto, disnea y lomo
arqueado son signos que nos sefialan la presencia de esta enfermedad. En casos
avanzados hay anemia, ictericia y finalmente el deceso, la destruccion de
aproximadamente el 75% de los eritrocitos en pocos dias. Se tiene conocimiento que
puede ser atreves de la ingestion en las pasturas cuando éstas llevan el ectoparéasito

infectado y el animal lo consume (Mangold et al., 2013).

2.5. Formas de control

Se desarrolla fuera del hospedero y se relaciona con las técnicas culturales en relacion a
el mantenimiento de potreros que involucran actividades que nos permiten manipular o
cambiar el habitat a fin de dafiar de manera adversa el desarrollo de la garrapata como,
por ejemplo: rotacibn de potreros, inundaciones, remocion de maleza, descanso de
potreros y quemas controladas, este tipo de acciones causan un impacto sobre el micro
habitat de la garrapata y afecta de igual forma la cantidad poblacional de la misma
(INIFAP, 2009).

2.5.1 Control quimico

El uso de productos quimicos es la técnica mas usada para controlar las infestaciones; no
obstante, en muchas ocasiones este tipo de control no se aplica de manera correcta, por
lo cual se requiere de ayuda el médico para lograr que los tratamientos sean efectivos y
asi disminuir la resistencia. Por otro lado, el uso excesivo de estos acaricidas podria traer

problemas de envenenamiento a los animales; de igual forma los residuos en carne o



leche podrian traer consecuencias en la salud de los humanos (Rodriguez-Vivas et al.,
2011).

2.5.1.2 Ixodicidas quimicos usados para el control de la garrapata.

Los principales productos convencionales (quimicos) que se usan en el control de la
garrapata pertenecen a las siguientes familias quimicas: organofosforados, piretroides,
amidinas y endectocidas. Estos productos fueron usados en su momento de manera
exitosa para su control; no obstante, al mal manejo del producto para su aplicacién dio
como resultado la generacion de cepas de garrapatas resistentes al producto (Rodriguez-
Vivas et al., 2011).

Organofosforados: estos productos se absorben a través de la piel y se alojan el
tejido adiposo para después diseminarse por via sanguinea u otros fluidos
fisioldgicos, teniendo una capacidad residual de 4 a 8 dias en el huésped. Actlan
inhibiendo la actividad de la enzima acetilcolinesterasa, l0o que ocasiona un
incremento en los estimulos nerviosos en los insectos y después la muerte.
(Rodriguez-Vivas et al., 2011).

Amidinas: estos productos se caracterizan por ser antagonistas de los receptores
de la octopamina, por lo que su diana de accion es el cerebro de la garrapata
ocasionando un estado de paralisis, hiperexcitabilidad y muerte del parasito. Y
también actian a que la garrapata no pueda fijarse al animal, por su accién
repelente y de esta forma se desprendan y mueran. O muchas veces que no

puedan llegar al animal (Junquera, 2021).

Piretroides: actia sobre sistema nervioso, ocasionando alteracion en la
transmision del impulso nervioso, paralisis, letargo y posteriormente la muerte. El

efecto residual es de aproximadamentel5 dias (Hayes,1975).

Lactonas macroliticas o Endectocidas: en el sistema nervioso dela garrapata
liberan acido gammaaminobutirico (GABA), ocasionando un estado de descanso,
pardlisis y muerte del parasito. En este grupo se encuentran ivermectina,

avermectina, doramectina, etc. (Junquera, 2021).



Fenilpirazolonas: el Fipronil la principal sustancia activa del grupo. Por su forma
de actuar se asocian al grupo de las avermectinas, debido a que se caracterizan
por afectar la formacién de cuticula interponiéndose en la formacion de la quitina.
Debido a que no causan la muerte rapida del parasito, sino que afecta su
reproduccion se les denomina Inhibidores de desarrollo (Rodriguez-Vivas et al.,
2011).

2.5.1.3 Plaguicidas botanicos

En la ultima década el uso de productos botanicos ha tenido mucha importancia ya que se
han usado como pesticidas sintéticos, ya que son biodegradables, eficaces menos
costosos dejando menos residuos que los plaguicidas sintéticos. Se obtienen de algunos

organos o componentes activos en las plantas: tallo, hoja y raiz (Singh et al., 2003).

Investigaciones relacionadas con extractos de plantas han reportado, mortalidades sobre
garrapatas adultas y larvas e inhibicion de la eclosién y ovoposicion. Se han estudiado
plantas como: Leucaena leucocephala (guaje), Copaiferia reticulata (copaiba), Lysiloma
latisiliquum (Tzalam), Azadiractha indica (neem), Piper aduncum (Cordoncillo blanco),
Piscidia piscipula (jabin), Hypericum polyanthemum (Hiperico). Gramineas y leguminosas
como, Melinis minutiflora (pasto gordura), Brachiaria brizantha (insurgentes) vy
Stylosanthes spp), (Alonso et al., 2013). Los resultados satisfactorios en laboratorio en
cuanto a los extractos utilizados en diferentes fases de vida de R. microplus como
acaricidas nos dan a conocer su capacidad de uso como acaricida y como una opcién

econdémica y ambiental sustentable (Benavides, 2001).

2.5.2 Metabolitos secundarios

Se conocen alrededor de 3,000 metabolitos secundarios de procedencia vegetal con
actividad bioldgica sobre diversos organismos. Anaya (1999) sefiala que los productos
derivados del metabolismo primario (carbohidratos, aminoacidos, acidos nucleicos y
lipidos,) intervienen de manera directa en el aumento y permanencia de las plantas, sin
embargo, los metabolitos secundarios como son los fenoles, terpenos y alcaloides

trabajan como intermediarios (aleloquimicos), interfiriendo sobre la funcion de la planta;



por otro lado, la perturbacion del medio ambiente y las contribuciones bioticas ya sea por
el ataque y competencia entre los microrganismos repercuten en la sintesis de los

metabolitos secundarios.

Los metabolitos secundarios tienen la posibilidad de actuar como fitoalexinas,
disminuyendo o matando el incremento sobre otras plantas. Por su forma de actuar tienen
un papel importante en el proceso de adaptacion al estrés ambiental, asi como en la
defensa de agentes patdgenos y depredadores. La liberacion de estos metabolitos sucede
cuando las plantas se encuentran en estado de estrés ocasionado por otros organismos
depredadores o por afectacion natural, y cada planta general la cantidad requerida para
su defensa asi como a su variedad botanica y entorno donde se encuentra (Gémez,2018).
Los metabolitos mas relevantes son: taninos, lignanos, saponinas, polifenoles o cumarina,

flavoniodes y alcaloides (Avalos y Pérez-Urria, 2009).

Estos se pueden encontrar en los extractos o aceites esenciales de las plantas, y son
utilizados como enfoques prometedores para controlar artropodos mediante sus diferentes
mecanismos de accién como abstencion en la alimentacion, afectando la formacion de
quitina, inhibiendo los factores de reproduccién, desarrollo y comportamiento (Figueiredo
et al., 2008).

Cuadro 2. Clasificacion de metabolitos secundarios segin Avalos y Pérez-Urria

(2009)
M. Secundario Caracteristica
Alcaloides Los alcaloides son metabolitos secundarios nitrogenados,

sustancias protectoras de la planta contra el ataque de virus,

bacterias, hongos y herbivoros. La nicotina es un alcaloide.

Compuestos azufrados Los tiofenos, los cuales tiene accidon nematicida e insecticida

Fenoles Taninos debido a su sabor amargo los repelen, las cumarinas
disminuyen el desarrollo de hongos, en nematodos y acaros

son toxicos.

Flavonoides Dan el color a las diferentes plantas y flores.

Glicésidos cianogénicos | Toxicos y repelentes ya que liberando cianuro




Terpenos Son los principales componentes de aceites esenciales,

provocan repelencia, inapetencia y evitan la ovoposicién

2.6 Descripcion del Crotalaria longirostrata Hook. & Arn.

La planta de “Chipilin” pertenece a la familia de las Fabaceae (Leguminosae), se
caracteriza por ser planta silvestre perenne y es catalogada como unas de las especies
mas importantes, de hoja silvestre, follaje tierno y comestible la cual crece en casi todo el
afio en climas tropicales por lo que se ha catalogado en muchos lugares como una planta
invasora. Corresponde al género Crotalaria, existiendo alrededor de 600 especies,
distribuidas principalmente en zonas subtropicales, su nombre cientifico es Crotalaria
longirostrata y fue descrita por Hook. & Arn. en el afio 1838, y publicado en The Botany of
Captain Beechey's Voyage en 1841. Es considerada nativa de Centro América y de
nuestro pais.

En el Estado de Chiapas se le conoce con el nombre popular de “Chipilin” y es el nombre
con mayor popularidad que podemos encontrar y donde sea caracterizado por su rico olor
y sabor al momento de ser cocinado. Informes de literatura con respecto a su composicion
fisico- quimica o su valor nutricional son escasos y la poca que se conoce hasta ahora es

referente a su uso gastronémico (Standley & Steyermark, 1946).

Sus hojas son ricas en proteinas de alto contenido de lisina, por lo que es un excelente
suplemento de los cereales ademas de un elevado contenido de carotenos de alta
biodisponibilidad, crece en terrenos humedos, laderas abiertas y plantadas en campo y
jardines. Su olor caracteristico son varias propiedades y sus hojas ricas en tiamina, hierro,

calcio, acido ascorbico y rivoflavina asi también ayuda al stress (Chizmar, 2009).

Cuadro 3. Clasificacién taxonémica de Crotalaria longirostrata Hook. & Arn (1838)

Reino Plantae

Clase Equisetopsida
Orden Fabales
Familia Fabaceae
Género Crotalaria




Especie longirostrata Hook. & Arn

2.6.1 Fitoquimica y acciéon farmacoldgica

Se han realizado estudios de las especies del género Crotalaria longirostrata Hook & Arn,
los cuales han sido utilizados como antagonistas de los nematodos en los sistemas de
produccion de cultivos sostenibles; mostrando su capacidad antiinflamatoria,

antihelmintica, antitumoral y antimicrobiana.

Diversos compuestos se han aislado del género Crotalaria, entre los que encontramos los
alcaloides son los mas reportados, taninos y flavonoides a los que se le atribuye su
actividad biologica, las hojas en crudo se les atribuyen propiedades hipndticas,

mineralizarte, narcoética, purgante y vomitiva (Camarillo et al., 2020).

2.7 Nanoparticulas (NPs)

El uso de las NPs en el campo de lo clinico mejoraran el tratamiento al momento de
seleccionar, esto significa que reconoceran un mejor sitio en donde daba actuar el
medicamento, logrando una eficacia que estara diferenciada por segundos, en

comparacién a otros farmacos (Sarkar & Paul, 2017).

Ademas, por su pequefio tamafio y forma, pueden incluir sustancias que faciliten el
reconocimiento de células y tejidos, actuar como biosensores para detectar anomalias en
el organismo, o afiadirse a agentes antimicrobianos, que actuard como vehiculo de

transporte de la NP (Leyva, 2013).

Las nanoparticulas se encuentran en diversos metales como oro, hierro, platino u 6xidos
metalicos; Los mas utilizados y caracterizados son los sintetizados a partir de iones de
plata (AgNPs) por sus propiedades fisicas; generan conductividad, quimicas; son estables

y bioldgicas; tienen actividad catalitica y antibacteriana (Leyva, 2013).

2.7.2 Aplicaciones de las nanoparticulas de plata (AgNP)

Por mucho tiempo, la plata fue utilizada como medida de prevencién en contagio de

enfermedades, aun sin saber como actuaba. Hoy en dia se conoce que los iones de plata



son un fuerte agente antimicrobiano, el cual ataca a todo tipo de gérmenes dentro de los

cuales menciona Bacterias, virus, hongos y protozoos

Nuestro medio ambiente posee variedades de plantas y microorganismos extracto de hoja
vegetal, hongos bacterianos y las enzimas para la sintesis de nanoparticulas de plata, que
son utilizados principalmente, y ofrecen numerosos beneficios, como el respeto al medio
ambiente y mucha compatibilidad para productos farmacéuticos y otras aplicaciones

biomédicas (Travieso et al., 2019).

lIl. MATERIAL Y METODOS

3.1 Localizacion del area de estudios

El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en los laboratorios 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. Sus coordenadas geogréficas son 16°41°35.38”
latitud Norte y 93° 50" 51.55” latitud Oeste.
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3.2 Colecta de Garrapatas

Las garrapatas hembras adultas ingurgitadas (teleoginas) son procedentes de unidades
de produccion ganaderas (UP) localizados en el municipio de Berriozabal, Chiapas,
México con las siguientes referencia geogréficas 16° 48’ 00" Norte; 93° 16’ 22" Oeste.

La recoleccién y manipulacion de muestras (garrapatas) se realizé teniendo en cuenta
el protocolo de la FAO (2004), en horas de la mafiana, de forma manual, considerando
que estas provinieran de UP donde por lo menos tuvieran un periodo de 45 dias sin
tratamiento con ixodicidas quimicos (Rosado-Aguilar et al., 2010). Las garrapatas se
recolectaron en botellas de plastico limpias, con orificios de ventilacion, algodon hiumedo
en el fondo del contenedor para mantener ambiente humedo, se identificaron, y se
trasladaron en ambiente frio (hielera) al laboratorio de la FMVZ-UNACH en la ciudad de

Tuxtla Gutiérrez, Chiapas.

3.3 Postura e Incubaciéon de huevo.

Para el proceso de promover la postura de las teleoginas, en laboratorio fueron
colocadas en cajas de Petri y fueron expuestas a condiciones de laboratorio, ambiente
oscuro, temperatura de 37- 38°C y humedad relativa de 85-90% hasta obtener la
oviposicion. Posteriormente los huevos obtenidos se colocaron en viales de cristal
tapados con algodon y fueron expuestos a las mismas condiciones ambientales a la que
estuvieron expuestas durante la oviposicion hasta obtener la eclosion de los huevos
(larva). Para efecto de realizar los bioensayos se esper6 hasta que las larvas tuvieran
una edad de 7 a 14 dias (Soberanes et al., 2002).

3.4 Seleccion y procesamiento del extracto vegetal.

La recoleccién del material vegetal se llevdo a cabo en el municipio de Berriozabal,
Chiapas. Las muestras de tallo, se obtuvieron de plantas adultas y se realizd un proceso
de deshidratacion mediante la estufa marca Imperial I1I® la temperatura de 40°C durante
72 horas, seguido fue pulverizado hasta obtener un cernido homogéneo en molino

marca lka Werker®, el material obtenido fue empacado en bolsas de nylon, identificadas



y almacenadas a temperatura ambiente, éste proceso se realiz0 en laboratorio de

Biologia molecular de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia.

La recoleccion de la planta (C. longirostrata) se llevd a cabo en el municipio de
Berriozdbal, Chiapas, México. El criterio de seleccion fue que estas estuvieran en la fase
adulta sin floracion. En laboratorio de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, la
muestra fue sujeta a proceso de deshidratacion en estufa marca Imperial lI® a
temperatura de 40 °C durante un periodo de 72 horas. Posteriormente se pulverizo en
molino marca lka Werker® hasta obtener un polvo fino. El material obtenido fue

empacado en bolsas de nailon, identificado y almacenado a temperatura ambiente.

3.4.1 Preparacion de extractos.
Extracto acuoso.

Para preparar el extracto acuoso se tomé una muestra del material molido con un peso
de 3 g y se coloco en un vaso de precipitado, se agregaron 100 ml de agua destilada y
se llevo a temperatura de ebullicion durante 20 minutos para después dejarlo reposar a
temperatura ambiente por un periodo de 24 horas.

Pasado el periodo, las mezclas se filtraron con papel de filtro Whatman No. 1, el
producto obtenido se colocé en un matraz Erlenmeyer, y fue cubierto con papel de
aluminio para evitar la exposicion de la sustancia a la luz solar y se almacené a 4 °C por
un periodo no mayor a 72 horas (Lannacone &amp; Lamas, 2003). La mezcla obtenida
se considerd una “solucion madre o un extracto puro” (EP) con una concentraciéon de 3%
p/v. Para los experimentos de dosis-respuesta, a partir de la solucion madre se
realizaron concentraciones menores afiadiendo agua destilada en las siguientes
proporciones: 20%, 40%, 60% y 80%, respectivamente. Cada concentracion se
consider6 un tratamiento, el control negativo fue amitraz y el control positivo fue agua

destilada.

Las mezclas se filtraron con papel filtro Whatman #1, la solucibn madre o extracto puro
(EP) se deposité en matraz Erlenmeyer cubriéndolo con papel aluminio para obstaculizar
el efecto de la luz y se guardd a 4 °C hasta su uso considerando un almacenamiento



maximo de 72 h (Lannacone & Lamas, 2003). La mezcla obtenida inicialmente se
consideraron solucion madre o también consideradas extracto puro (EP) con una
concentracion de 3% w/v. Para los experimentos de dosis respuesta las concentraciones
se redujeron adiciondndole agua destilada en las siguientes proporciones 20%, 40%,
60% y 80% respectivamente, cada concentracion se considerd un tratamiento, el control

negativo fue Amitraz y el control positivo agua destilada.

Extracto alcohdlico.

Para la preparacion del extracto alcohélico, se tom6 una muestra (3g) de material molido
y se colocé en un vaso de precipitado, se le adicion6 300 mL de metanol, y se dejo
reposar a temperatura ambiente por un periodo de 48 horas. Pasando ese tiempo se
filtré con papel filtro Whatman #1. Y para eliminar en metanol se utilizé un proceso de
calentamiento en estufa de laboratorio a temperatura de 60°C por un periodo de 2 dias.

La pasta obtenida se considerd solucion madre con concentracion de 1% wiv.

Para efecto de los bioensayos de dosis respuesta de tomé6 1 gr de la solucién madre, y
se adicion6 100mL de disolvente (Agua destilada-Tween20, proporcion 98:2 v/v) dicha
concentracion se consider6 como solucion 100%, para obtener concentraciones mas
bajas se adiciono diferentes proporciones (20%, 40%, 60% y 80%) del disolvente agua-
Tween. Cada concentracion se considerd un tratamiento, el grupo control fue Amitraz

(negativo) y agua destilada (positivo).

3.4.2 Bioensayos.
3.4.2.1 Técnica de inmersion larval modificada.

La estimacion del indice de mortalidad de las larvas de garrapata Rhipicephalus
microplus por efecto de los tratamientos fue aplicando el método de inmersion larval

modificada (Santamaria & Soberanes, 2001) usando larvas de 7-14 dias de edad.

Cada tratamiento consisti0 en adicionar 3 mL de cada extracto en sus diferentes
concentraciones y fueron vertidos en las caja de Petri que contenian papel filtro
Whatman #1, impregnandose homogéneamente, posteriormente se adicionaron

aproximadamente 100 larvas sobre el papel filtro impregnado con la sustancia



dejandose reposar dentro de la sustancia por un periodo de 10 minutos. Pasado ese
periodo las larvas impregnadas fueron puestas en sobres de papel filtros limpios y secos,
depositandose 100 larvas por paquete. Los paquetes se sellaron con broches metalicos
y se expusieron, durante 48 horas bajo condiciones de laboratorio a temperatura de 37-
38°C, una humedad relativa de 85-90% (Cen et al., 1998).

El porcentaje de mortalidad (M) se estimé aplicando la siguiente formula:

( # de acaros vives — acaros muertos)
M= k , 100
# de acaros vivos

3.4.2.2 Prueba de inmersién en garrapatas adultas

La evaluacion del efecto de inhibicion del potencial reproductivo se realizé aplicando la

técnica Drummond mediante los siguientes pasos:

1) Preparaciéon de los productos a ensayar: se preparé con 25 mL del extracto en
solucion acuosa a una concentracion inicial de 10000 ppm (250 mg/mL).

2) Preparacion de las teleoginas: se utilizaron garrapatas (teleoginas) recolectadas
durante las 24h previas, se lavaron y secaron con papel absorbente, posteriormente
se colocaron sobre una fuente de calor para detectar las mas vitales y con ello
descartar las teleoginas lesionadas, las no ingurgitadas, las que presentaron alguna
alteracion en su color o las que empezaron a oviponer. De las teleoginas
seleccionadas se formaron grupos de 10 teleoginas, se pesaron para determinar
grupos con peso promedio y fueron colocadas en cajas de Petri en posicién ventral

hacia arriba y sujetas cada una con cinta adhesiva para evitar su movimiento.

3) Dia 0: A cada caja Petri se le adiciono 25 mL de extracto con la finalidad de que las
teleoginas entren en contacto con la sustancia durante un periodo de 1 minuto.
Posteriormente se vertié el contenido sobre un colador a fin de eliminar la solucién y

separar a las teleoginas para después ponerlas sobre papel absorbente; ya secas



5)

fueron colocadas en caja de Petri, y expuestas a temperatura de 27°C con una

humedad relativa de 80% durante 14 dias.

4) Dia 15: Se retiraron las teleoginas de la caja de Petri y se peso la masa de huevos
puestos. Estos se depositaron en viales y se fueron expuestos a las mismas
condiciones de temperatura y humedad que habian estado anteriormente, solo que

por un periodo de 25 dias.

Dia 40: a partir de este dia se determiné la tasa de eclosion visualmente (%) contando
los cascarones eclosionados y los no eclosionados. comparando el ensayo total de
huevos eclosionados, con el ensayo total de los no eclosionados. Se compararon los

resultados.

3.4.2.3 Biosintesis de nanoparticulas de plata (AQ).

El extracto acuoso de Chipilin (Crotalaria Longirostrata Hook & Arn) se realizé el mismo
procedimiento que se hizo en la preparacion del extracto acuoso y se le afiadio 1.6983 g
de Ag NO3, se reposOé durante 24 h y se filtré con papel filtro Whatman #1,
posteriormente se calenté a 60°C por un periodo de 30 min para finalmente centrifugar a
10,000 ppm / 30 min.

Se seleccionaron hembras adultas, la técnica que se utilizé6 también fue la técnica
prueba de inmersion de adultas" o técnica de Drummond, se hicieron diluciones de
diferentes concentraciones al 100, 75, 50, 25 % respectivamente y cada uno con su

grupo control que fue el Amitraz y el agua destilada.

3.5 Disefio experimental y analisis estadisticos.

El disefio experimental aplicado en el estudio fue completamente al azar, con tres
repeticiones en sus tratamientos. El analisis estadistico de los datos consistié en estimar
comparacion de medias mediante ANOVA con un factor, mientras que la evaluacion de
las diferencias entre las medias fue utilizando la prueba de Tukey. Para el analisis

estadistico se usO la herramienta (software) SAS version 9.0 para Windows. Y la



estimacion de la concentracion letal media (CLso) se hizo mediante prueba Probit, con el

software Polo Plus, version 1.0 Le Ora.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

El estudio se dividio en tres etapas.
Etapal. Estudio preliminar Bioensayos en larvas

La primera etapa consistio en realizar un tamizaje de los tratamientos a evaluar con la
finalidad de seleccionar el de mejor actividad el cual se utiliz6 para realizar las etapas
subsecuentes. El criterio de seleccion fue tener efectividad en la mortalidad sobre la larva
de la garrapata igual o mayor de 80%. Los resultados son los siguientes (cuadro 4).

Cuadro 4. Media y error estandar de mortalidad de larvas de R. microplus por efecto de
extracto de C. longirostrata Hook. & Arn después de 48 h de exposicion.

Tratamientos Tallo Hoja
Concentracion (%) Media (%)
Acuoso Alcohol Acuoso Alcohol

T: 100 86 £4.24, 47 25.3+11.2; 67
T, 80 68.7 +3.44p 33 60.7 +5.54 44
T3 60 55.3 +11.4 apc 16 33.3+3.3; 25
T4+ 40 54.7 +3.7 anc 26 46.7 £0.34p 14
Ts 20 46.7 £3.3 e 14 10 +3.6p 15
Control positivo* 15.3+2.2 14.7 £7.3p

Amitraz 12.5% 100 0.0, 90 1004 90

Literales diferentes en la columna indican diferencias entre grupos (P<0.05),
prueba de Tukey. = Error estandar. Control positivo*: Acuoso: Agua destilada;

Alcohdlico: Agua destilada - Tween (98/2)

La identificacion del nivel de toxicidad aguda de los tratamientos se hizo mediante realizo
el analisis Probit donde se observo que de las estructuras vegetales evaluadas la hoja

tuvo valor de concentracion letal (CLso) de 2.63 mg/mL (cuadro 5)

Cuadro 5. Concentracion letal media (CL50) de C. longirostrata Hook. & Arn sobre la
larva de R. microplus después de 48 h de exposicion

Organo  Pendiente CLso (mg/ml) IC EE P




Tallo 1.956 7.78 4.86-16.04 +0.272 <0.05
Hoja 0.940 2.63 1.45-4.77 +0.268 <0.05

Con base a los resultados obtenidos esta investigacion reporta que el solvente de
extraccion que obtuvo mejores valores de toxicidad fue el extracto acuoso, donde se
observo un rango de 50 al 86% de mortalidad sobre larvas, considerando que el objetivo
de esta etapa es tamizar los tratamientos para seleccionar el de mejor actividad que se
utilizard para realizar las etapas siguientes, se seleccioné el tratamiento 1, ya que reporto
un nivel de toxicidad de 86% sobre la larva de R. microplus.

Respecto a los valores observados de toxicidad aguda de las estructuras de la planta
evaluada se observa que la hoja tiene mejor actividad (CLso). Como se puede observar el
tratamiento seleccionado en la etapa preliminar la estructura vegetal del tratamiento no
corresponde a la estructura méas toxica (CLso) obtenido en el mismo, por lo que este
resultado se considerar a los estudios reportados por Devendra et al., (2012) quienes
reportan que en la hoja se concentran la mayor parte de metabolitos secundarios, sin
embargo, Cruz-Rodriguez et al., (2017) sefialan que en el tallo se concentran alcaloides y
flavonoides, mientras que en hoja y raiz se concentran saponinas, siendo los fenoles los
de mayor composicion fitoquimica, aunado a que la produccién o sintesis de metabolitos
secundarios depende en gran medida de la etapa fisioldgica y de desarrollo de la planta
(Rao & Ravishankar 2002).

Etapa 2. Bioensayos con Nanoparticulas en larvas

Con base a los resultados obtenidos durante la etapa primera, se realizaron bioensayos
de tratamientos con adicion de nanoparticulas de plata con diferentes concentraciones;
los resultados de mortalidad en larva de R. microplus de los tratamientos evaluados

obtenidos en esta etapa se muestran en el cuadro 6.



Cuadro 6. Media y error estandar de mortalidad de larvas de R. microplus por efecto de
las NPs después de 48 h de exposicion.

TRATAMIENTO MORTALIDAD DE -
(CONCENTRACION %) %
T1 Extracto puro + 100% NPs 100.00a 0 0
T Extracto puro + 75% NPs 98.67a 1.155 0.666
T3 Extracto puro + 50% NPs 86.7a 3.055 1.764
Ta Extracto puro + 25% NPs 62.67b 11.372 6.566
*Agua destilada 7.33c 4.163 2.404
**Amitraz 12.5% 90.00a 7.211 4.163
Literales diferentes en la columna indican diferencias entre grupos (P<0.05), prueba de
Tukey.* control positivo, **control negativo

Los resultados muestran que entre los tratamientos 1, 2 y 3 no hay diferencia estadistica
significativa. Sin embargo el tratamiento 1 fue el de mayor actividad con valor de
mortalidad sobre la larva de R. microplus de 100%. Al respecto, este resultado coincide
con el estudio realizado por Velayutham y Ramanibai (2016) quienes reportaron 100% de
mortalidad en larvas de primer, segundo, tercer y cuarto estadio usando nanoparticulas de

plata; y superior a lo reportado por Figueiredo (2020) en su estudio (80%).

La importancia de uso de nanoparticulas en el control alternativo de la R. microplus se
debe a que éstos potencian la accion de los productos naturales, ademas de especificar

Su accion en un 6rgano diana.
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Figura 3 Mortalidad comparada de tratamientos evaluados sobre la larva de R.
microplus después de 48 horas de exposicion

En la grafica 1 se muestra la mortalidad comparada de los tratamientos en esta etapa del
estudio, donde se puede observar que la adicion de nanoparticulas aumenta la accion en
el efecto de mortalidad del extracto puro, dénde los tratamientos con NPs tuvieron un
efecto de 100% mientras que el extracto puro su efecto fue de 86% de mortalidad

observandose una marcada diferencia entre estos.

Al respecto, en la investigacion de Ortiz et al., (2021) donde evaluaron nanoparticulas in
vitro sintetizadas con Lobelia leschenaultiana, reportan que las nanoparticulas mostraron
un efecto garrapaticida de 100% a concentraciones de 0.008 mg/ ml, de igual forma se
probaron las AgNP sintetizada con Mimosa pudica contra larvas de garrapata de R.
microplus, determinando que las AgNP tienen un efecto garrapaticida a concentraciones
de 8.98 mg/L.

Etapa 3. Bioensayos con Nanoparticulas en garrapata adulta

Las técnicas que trabajan con garrapatas adultas se basan en la evaluaciéon de
pardmetros de fertilidad, es decir, miden la capacidad de un producto para inhibir la
postura de huevos por parte de la garrapata. Esta técnica es conocida como prueba de

inmersion de adultas o técnica de Drummond.

Con los datos del peso de las garrapatas, el peso de los huevos producidos y el
porcentaje de eclosion se calculo la eficiencia reproductiva (ER), un valor que expresa la
capacidad de una teologina para transformar su peso corporal en larvas viables, de

acuerdo a la formula de Drummond et al., (1973).

Los parametros a evaluar fueron los siguientes; mortalidad de las teologinas y eficiencia

de la capacidad reproductiva, esta comprende la medicion de los indices de eficiencia en



la reduccion de oviposicion, eficiencia reduccion de eclosion de R. microplus usando las

mismas concentraciones del extracto acuoso/NPs.

Para evaluar la mortalidad, primero se evalud la supervivencia de las garrapatas a los
tratamientos, para ello se desarrollé la siguiente férmula sugerida por Alvarez, Loaiza,
Bonilla & Barrios (2008).

. . # de garrapatas vivas
Supervivencia = ( ),., 100
total de garrapatas

Para estimar la eficacia de la mortalidad (EM), se desarroll6 la siguiente formula:

EM = *=100

(% supervivencia gpo. contra!)

U supervivencia gpo.tratado

Los resultados de mortalidad de teologinas de R. microplus en este estudio se presentan
en el cuadro 8. DOnde se observa que el efecto de los tratamientos sobre la mortalidad de
teologinas estuvo en un rango de 3 a 46%, observandose que el valor mas alto
corresponde al tratamiento 1.

Cuadro 7. Mortalidad porcentual de teologina de R. microplus expuestas a
concentraciones de Crotalaria longirostrata Hook. & Arn con adicion de NPs.

Tratamiento Teologina viva peso Indice De Eficacia
postratamiento garrapatas | Superviven Mortalidad (%)

(n) inicio () cia (%)
T1: Extracto puro + 14 (£2.65) 1.43 (x0.32) 46.67 46.15
100% NPs
T2: Extracto puro + 15 (£1.73) 1.57(x0.40) 50.00 42.31
75% NPs
T3: Extracto puro + 22 (+1.00) 1.62 (+0.36) 73.33 15.38




50% NPs
T4: Extracto puro + 25 (+2.65) 1.56 (£0.34) 83.33 3.85
25% NPs
Agua destilada 26 (+2.00) 1.56 (+0.15) 86.67 0.00
Amitraz 6 (£1.73) 1.60 (x0.10) 20.00 76.92

(%). Error estandar de la media.

El tratamiento de tallo al 100% se obtuvo un menor indice de teologinas vivas al igual que
en el peso de larvas eclosionadas (.52 g) de R. microplus inferior a lo que reporta Alvarez
et al., del estudio evaluado en el 2008 en el cual se tomo el control in vitro de garrapatas

mediante extractos vegetales con una mortalidad arriba del 50% con diferentes extractos.

Las concentraciones Tallo 100 y 75, fueron los tratamientos con un menor indice de
supervivencia en comparacion a los demas tratamientos. Los resultados con respecto a la
eficacia de mortalidad fueron por debajo al estudio realizado por Guerrero y Guerrero

(2017) encontraron por arriba del 70% de mortalidad en adultas.

Para analizar el indice de eficiencia reproductiva (RE) de R. microplus, se realizd
midiendo los siguientes parametros; indice de reduccion de la oviposicion (%RO) e indice
de reduccién de eclosion (RE), inhibicion de la oviposicién (10). Se obtuvo por medio de la
ecuacion reportada por Rodriguez-Vivas et al., (2005), para obtener estos indicadores,
primeramente, se determiné el indice de eclosién, mediante la relacién proporcional entre
el peso de los huevos y el peso de los cascarones. La tasa de postura (OR), reduccién de
la oviposicién (OR%), eficiencia reproductiva (ER) e inhibicién reproductiva (RI) se obtuvo

aplicando las siguientes formulas (Djebir, et al., 2019).

indice de postura:

. 4 . OR (Peso de los huevos ouapos;r'mdos)
asa de postura =
P (OR) Peso inicial de las teleoginas



Reduccion de oviposicion:

OR gpo.control — OR gpo.tratado

Reduccion de la oviposicion (OR%) = ( ) * 100

OR gpo.contral

Eficiencia reproductiva:

Peso de los huevos ovopositados

Eficiencia reproductiva (RE) = ( ) * Eclosion

Peso inicial de las teleaginas

Inhibicién de la Reproduccion (RI):

RE gpo.control — RE gpo.tratado

Inhibicién de la Reproduccion (RI) = ( ) * 100

RE gpo.control

Los resultados obtenidos para el analisis de eficiencia reproductiva del producto en la

teologina de R. microplus se muestran en el cuadro 9.

Cuadro 8. Tasas de reduccién de Oviposicion (%OR), eclosion de huevos (%E),
porcentaje de eficiencia reproductiva (%RE) y porcentaje de inhibicion de la reproduccion
(%RI) de teologina de R. microplus por efecto de aplicacion de tratamientos de Crotalaria

longirostrata Hook. & Arn con adicion de NPs.

Tratamiento Peso vivo | Peso indice Eclosioén OR RE RI
inicial Huevo | De % % % %
teologinas | (9) Postura
. (9) Media | Media

T1: Extracto 1.43 0.35 0.2448 69.52 37.54 17.02 35.35
puro + 100% (£0.32) (£0.05)

NPs
T2: Extracto 1.57 0.38 0.2436 55.65 37.82 13.56 35.44




puro + 75% NPs (x0.40) (x0.23)
T3: Extracto 1.62 0.32 0.2000 57.73 48.96 11.55 35.50
puro + 50% NPs (x0.36) (x0.05)
T4: Extracto 1.56 0.48 0.3049 53.85 22.19 16.42 35.36
puro + 25% NPs (x0.34) (x0.24)
Agua destilada 1.56 0.61 0.3919 91.41 0.00 35.82 0.00
(x0.15) (x0.02)
Amitraz 1.60 0.07 0.0416 45.00 89.39 1.87
(x0.10) (£0.112)
(). Error estandar de la media

Con respecto las variables de la etapa tres, donde el objetivo fue evaluar el efecto de los
tratamientos cargados con nanoparticulas en la actividad reproductiva de teologina de R.
microplus, se observa que el tratamiento que reporto mejor actividad fue el tratamiento 3
(50%) ya que obtuvo valores de 48.96 de indice de reduccién de oviposicion (RO), 11.55
eficiencia reproductiva (RE) y 35.5 de inhibicion de la oviposicion (RI). Al respecto, los
datos obtenidos en este estudio son inferiores a lo reportado por Jaramillo et al., (2019)

obtuvieron resultados por debajo del 50% en cuanto la inhibicion de la reproduccion.

En comparacién con el Amitraz sobre el porcentaje de reduccion de la oviposicién el cual
tiene un 89.39 % no logro eclosionar, mientras que en el tratamiento 50 obtuvo el 48.96 %
mayor sobre el efecto de la mortalidad de eclosion en comparacion del tratamiento 100
gue habia sido el de mayor efectividad en larvas, siendo posible haber adquirido
resistencia a los tratamientos con mayor rapidez, caso contrario a lo sefialado por
Rodriguez Molano y Pulido Suarez (2015) en donde obtuvieron una eficacia de mortalidad
minima del 60 %. Si bien esta planta no se ha reportado con efecto ixodicida sobre R.
microplus se comprob6 que tiene un buen efecto ixodicida sobre larvas. Sin embargo, la
eficacia moderada, encontrada probablemente se deba a que los metabolitos secundarios

de la planta se encontraban en baja concentracion

La eficacia de la mortalidad fue clasificada de acuerdo a lo establecido modificacién a la
Norma Oficial Mexicana NOM-006-Z00-1993, de fecha 6 de marzo de 1998, denominada,

“‘Requisitos de efectividad biolégica para los ixodicidas de uso en bovinos y método de



prueba”, numeral 4.4. donde sefiala que: Debido a que diversos plaguicidas pueden tener
efecto acaricida y ser utilizados como garrapaticidas, estos deberdn evaluarse al menos
mediante prueba de campo por un laboratorio de pruebas aprobado y demostrar
efectividad minima de 80%. Por otra parte, Chungsamarnyart et al., 1991 sefialan que un
producto tiene efectividad “alta” cuando presenta una eficacia en los rangos de 86-100%

de mortalidad.



V. CONCLUSIONES

En conclusion, con respecto al trabajo de investigacion la primera etapa; en el
Tratamiento 1 se obtuvo, un 86% efectividad sobre larvas en el extracto puro de Tallo.
La segunda etapa; los Tratamientos 1, 2 y 3 se obtuvo por arriba del 80% de efectividad
gue sefala la Norma Oficial Mexicana para que un producto sea considerado como un
insecticida.

En la etapa 3 se concluye que el indice de supervivencia en el Tratamiento 1 tuvo un
46.67%, sin embargo, en lo que se refiere a la Reduccion de la ovoposicion (OR) se
obtuvo un mejor resultado en el Tratamiento 3 con un 48.96%. Esto probablemente se
debe a que los metabolitos secundarios se encontraban en menor cantidad o que las

adultas exista la probabilidad de una rapida adquisicion de resistencia del acaricida.

Con respecto a la planta de Crotalaria longirostrata Hook & Arn no se ha reportado en
literatura como una planta con propiedades Ixodicidas; pero se puede corroborar que si
tiene propiedades como insecticida y realizando estudios mas completos podriamos
encontrar resultados favorables con respecto a su uso en adultas y poder utilizar esta
planta como una alternativa para el control de la garrapata en nuestro Estado y asi

minimizar el uso de productos quimicos que afectan tanto a la fauna como a la flora.
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