La garrapata comun del ganado: antecedentes, problematica actual
y alternativa de control
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RESUMEN
Las garrapatas son artropodos ampliamente distribuidos en las regiones tropical y subtropical,
este hecho afecta a la produccion pecuaria, ya que son vectores de enfermedades zoonoticas en
diversas regiones de Asia, Africa, Australia vy América. Hoy en dia, estos ectoparasitos se han
vuelto resistentes a varios tipos de plaguicidas comerciales. El objetivo del presente estudio fue
determinar el efecto acaricida de las fracciones de Kupchan (n-hexano, diclorometano, aceta-
to de etilo y acuoso) de cuatro especies de plantas recolectadas en Veracruz, México, a través
del bioensayo de inmersion larvaria desarrollado por Shaw en 1968. Los resultados obtenidos
indican que tres de las plantas, Citrus latifolia, Azadirachta indica e Inga jinicuil, causan una signi-
ficante mortalidad (> 76 %) sobre larvas de garrapatas resistente a ivermectina y amitraz a una
concentracion de 10 %.

ABSTRACT
Ticks are arthropodos widely distributed in tropical and subtropical regions, affecting livestock
production and are the vectors of zoonoses in regions of Asia, Africa, this fact affects lives-
tock production, as these arthropods are vectors of zoonotic diseases in various regions of Asia,
Africa, Australia and America. Nowadays, these ectoparasites have become resistant to several
classes of commercial pesticides. This study was aimed at determining the acaricidal effect of
Kupchan fractions (n-hexane, dichloromethane, ethyl acetate and aqueous) of fourth species of
plants collected in Veracruz, Mexico, through of the adapted Shaw larval immersion test. The
result indicates that three of the plants, Citrus latifolia, Azadirachta indica e Inga jinicuil, cause a
significant mortality (> 76 %) on larvae of ticks resistant to ivermectin and amitraz at a concen-
tration of 10 %.

Introduccién
el mundo, concentradas principalmente en las
regiones tropicales y subtropicales del planeta.

gos que infestan un gran numero de
vertebrados terrestres, incluidos repti-
les, aves, perros y humanos; teniendo un gran
impacto economico, médico veterinarioy de sa-
lud publica. Se reconocen mas de 900 especies
diferentes de garrapatas distribuidas en todo

]: as garrapatas son parasitos hematofa-

La taxonomia de las garrapatas, incluye tres
familias (Ixodidae, Argasidae y Nuttalliellidae)
que se incluyen dentro de la superfamilia Ixo-
doidea y esta a su vez esta incluida dentro del
suborden Ixodida (Esqguema 1) (Nunes de San-
tana Campos, 2015; Cortés-Vecino, 2011).
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Reino: Animalia.

Rama: Arthropoda.
Clase: Arachnida.
Subclase: Acari.
Orden: Parasitiforme
Suborden: Ixodida
Superfamilia: Ixodoidea

L

Ixodidae
(717 especies)

-

. Rhipicophalinae
(126 especies)

. Hyalomminae
(27 especies)

. Ixodinae
(240 especies)

. Bothriocrotoninae
(6 especies)

. Amblyominae
(143 especies)

. Haemaphysalinae
(166 especies)
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Argasidae MNuttalliellidae
({189 especies) {1 especie)
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1. Ornithodorinae 1. Nutalliellinae
(131 especies) (1 especies)
2. Argasinae
(58 especies)

Esquema 1. Distribuciéon taxonémica de familias y subfamilias de garrapatas con el numero de nombres cientificos

validados (Cortés-Vecino, 2011).

Entre las relaciones filogenéticas establecidas,
es importante destacar la del género Boophi-
lus [Curtice, 1891], ya que recientes evidencias
moleculares, citogenéticas, morfologicas, bio-
geograficas y de interaccion con los hospede-
ros, indican que Boophilus es un subgénero del
género Rhipicephalus [Koch, 1844], por ser este
ultima parafilética (es decir: incluye al ances-
tro comun de los miembros, pero no a todos los
descendientes de este) con respecto al prime-
ro (Murell, 2000; Murell 2003). La garrapata
comun del ganado, Rhipicephalus (Boophilus)
microplus (R. microplus), es considerado el ecto-
parasito de mayor importancia en las areas de
explotacion pecuaria. Desde el punto de vista
econoémico, las infestaciones por R. microplus
producen pérdidas billonarias en el sector ga-
nadero, debido a que estos parasitos extraen
volumenes importantes de sangre que conlle-
van a un mayor tiempo de crecimiento y ceba
de animales, alterando al mismo tiempo la cali-
dad y cantidad de produccion de leche y carne.
Ademas, las heridas en las pieles de los anima-
les por las picaduras de las garrapatas, ocasio-
nan en muchos casos infecciones en el animal
por bacterias o por larvas de moscas, lo que
produce un detrimento de la calidad del cuero
(Nunes de Santana Campos, 2015).

R. microplus tiene importancia veterinaria por
ser vector de enfermedades zoonodticas que,
indirectamente, también diezman la actividad
productiva del ganado e incluso causan altas
tasas de mortalidad. Entre estas enfermeda-
des se encuentran la babesiosis, cuyo agente
causal es el hemoparasito Babesia bovis vy Ba-
besia bigemina, ademas de la anaplasmosis que
es causada por la bacteria Anaplasma margina-
le (Fouche, 2016). Estas enfermedades tienen
sintomas similares a la malaria, ya que ambos
microorganismos parasitan los globulos rojos y
finalmente los destruyen, originando la apari-
cion de anemias muy severas que pueden lle-
gar a provocar abortos espontaneos e incluso
la muerte del animal.

Generalmente, el método méas empleado para
el control de R. microplus, se centran en el con-
trol de las formas parasitarias presentes en el
ganado, mediante la aplicacion de productos
quimicos, llamados ixodicidas, que suelen ser
aplicados en banos de inmersion o de asper-
sion y que tienen accion eficaz y rapida sobre
las garrapatas. Sin embargo, el abuso excesivo
de estos productos, ha propiciado el desarrollo
paulatino y progresivo de poblaciones de garra-
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patas resistentes o multirresistentes hacia los
principales plaguicidas utilizados como son los
organoclorados, organofosforados, piretroides
sintéticos, amidinas y lactonas macrociclicas;
esta problematica, se ha presentado en el deve-
nir del tiempo, en la mayoria de los paises de la
zona tropical y subtropical (Ferndndez-Salas,
2012; Pérez-Cogollo, 2010). México, no es la ex-
cepcion, ya que desde hace varios anos se ha
venido reportando el desarrollo de resistencia
a varios de estos productos quimicos (Rodri-
guez-Vivas, 2007; Rodriguez-Vivas, 2014). En
efecto, en el periodo 2001-2014, tal y como se
puede ver en la Tabla 1, las estadisticas refe-
rentes a la triple resistencia (organofosforados,
piretroides, amidinas) que poseen poblaciones
de R. microplus provenientes de los diferentes
estados de la republica mexicana, indican que
los estados de Quinta Roo, Campeche, Tamau-
lipas, San Luis Potosi y Veracruz la incidencia
de triple resistencia es superior al 68 %, mien-
tras que los estados de Zacatecas y Sinaloa es
inferior al 1 % (SAGARPA, 2015).

Todo lo anterior, esta ocasionando que los ga-
naderos opten por estrategias de control que
implican el aumento de dosis o el uso combi-
nado de mas de dos plaguicidas, lo que conlle-

va a acelerar el desarrollo de la resistencia y al
mismo tiempo aumenta la concentracion de los
ixodicidas en los productos derivados del gana-
do (lacteos, carnicos entre otros), asi como en el
medioambiente. Ante este panorama, es clara
la necesidad de desarrollar alternativas biotec-
nologicas para el control de las garrapatas. Una
de ellas es la obtencion de sustancias acaricidas
de origen natural que posean mecanismos de
accion novedosos y eficaces (Benelli, 2016; Bor-
ges, 2011; Adenubi, 2016).

La utilizacion de plantas para el control de pla-
gas no es algo novedoso; su antecedente de uso
es tan antiguo como el del cultivo de plantas
domeésticas. Sin embargo, es realmente en los
ultimos anos que se han desarrollado estu-
dios quimicos sobre plantas con la finalidad de
identificar posibles sustancias para el control
natural de las garrapatas. Esto se debe princi-
palmente a la gran biodiversidad que poseen
las plantas terrestres y a su bioquimica tinica,
la cual genera una enorme cantidad de entida-
des quimicas con una gran variedad estructu-
ral vy con actividades bioldgicas importantes,
que ha permitido desarrollar de forma directa
o indirecta, més de la mitad de fA&rmacos que se
comercializan en la actualidad (Pavela, 2016).

Bado | e | tenem | Bt e | teneia
B. california sur 2 0.0 Morelos 143 23.8
Campeche 201 791 Navyarit 289 33.6
Chiapas 324 54.9 Nuevo Ledn 69 47.8
Chihuahua 2 0.0 Oaxaca 56 60.7
Coahuila 9 111 Puebla 683 67.3
Colima 290 57.9 Querétaro 19 5.3
Distrito federal 4 100.0 Q. Roo 888 81.2
Durango 0 0.0 S.L.P. 193 68.9
Edo. de México 159 37.7 Sinaloa 38 0
Guanajuato 5 0.0 Tabasco 241 66.8
Guerrero 598 41.6 Tamaulipas 2484 77.8
Hidalgo 57 66.7 Veracruz 526 77.7
Jalisco 1040 491 Yucatan 226 473
Michoacan 536 50.6 Zacatecas 191 0.5
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En el presente trabajo, se utilizé una modifi-
cacion del bioensayo de inmersion larvario
desarrollado por Shaw en 1968, como método
para detectar la actividad larvicida que poseen
extractos de origen vegetal, asi como para de-
tectar la resistencia que poseen esta poblacion
de garrapatas frente a dos ixodicidas amplia-
mente usados en el sector pecuario de México.

2. Materiales y métodos
2.1. Recoleccion del material vegetal

Los especimenes de cuatro plantas, Azadira-
chta indica, Citrus latifolia, Tagetes erecta e Inga
jinicuil fueron recolectadas en verano de 2015
de diferentes regiones alrededor del estado de
Veracruz, México. Las plantas fueron identifi-
cadas con ayuda de taxénomos del Instituto de
Biotecnologia y Ecologia Aplicada (INBIOTE-
CA) de la Universidad Veracruzana. Un espé-
cimen de cada especie recolectada fue anadido

al herbario de la INBIOTECA.
2.2. Obtencioén de los extractos a evaluar.

El material vegetal, fue secado a temperatura
ambiente (25-35 °C) por una semana y poste-
riormente fue triturado. El material seco vy
molido fue extraido a temperatura ambiente
durante dos horas, usando metanol, el cual fue
posteriormente removido a presion reducida

A. indica (AlS-1)
1.950 g
-

Methanolic extract I

n -hexane

en un rotaevaporador y cada uno de los cua-
tro extractos resultantes, se fraccionaron por
extraccion liquido-liquido, usando el método
de Kupchan (Kupchan, 1973), que consiste en
redisolver el extracto inicialmente obtenido en
un mezcla de metanol:agua (1:1) y posterior-
mente ponerla en contacto sucesivamente con
disolventes de polaridad ascendente (n-hexa-
no, diclorometano, acetato de etilo), que al ser
separados permiten la obtenciéon de cuatro
mezclas de compuesto; aquellos que son solu-
bles en n-hexano, en diclorometano, en acetato
de etilo y los que se quedan en la mezcla meta-
nol:agua (1:1) (Figura 1) (Tabla 2).

2.3. Recoleccién de las garrapatas

Garrapatas ingurgitadas de R. microplus fue-
ron recolectadas del ganado infestado natu-
ralmente, en un rancho localizado en el mu-
nicipio de Puente Nacional, Veracruz, México
(19°19'26'N; 96°29'04’'W). Las garrapatas in-
gurgitadas fueron colocadas en cajas Petri e
incubadas a 28 °C y 80 % de humedad relati-
va, para simular las condiciones adecuadas de
ovoposicion. Los huevos fueron recolectados y
fueron colocados en viales de vidrio de 10 mL
cerrados con una torunda para su incubacion
por 15-21 dias aproximadamente, en las mis-
mas condiciones de temperatura y humedad
gue se mencionaron anteriormente.

AlS-1A MeOH:H,O
546 mg (50:50)
CH,CI,
AlS-1B MeOH:H; O
420 mg (50:50)
AcOEt I MeOH:H, O
AlS-1C AlS-D
341 mg 516 mg

Figura 1. Fraccionamiento por el método de Kupchan para A. indica.
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2.4. Bioensayo acaricida

La actividad acaricida de ivermectina, amitraz
v de las fracciones obtenidas por el método de
Kupchan, fueron determinadas por el bioensa-
yo in vitro de inmersién larvaria (Shaw, 1968).
Inicialmente, se prepararon las concentracio-
nes a evaluar: en el caso del amitraz una uni-
ca disolucién discriminatoria al 0.01 %; en el
caso de la ivermectina 12 diluciones seriadas
al 30 % (0.01, 0.007, 0.0049, 0.00343, 0.0024,
0.00168, 0.00117, 0.00082, 0.00057, 0.0004
y 0.00028 %) v en el caso de las 16 fracciones
Kupchan obtenidas de las plantas, estas fueron
evaluadas a una unica concentracion (10 %),
todas estas disoluciones fueron preparadas en
un volumen final de 750 pL de agua al 1.0 % de
etanoly 0.02 % de Triton X-100. Posteriormen-
te, se colocaron aproximadamente 300 larvas
en cada disoluciéon con ayuda de una brocha y
se sumergieron por 10 minutos. Seguidamen-
te, se tomaron aproximadamente 100 larvas
de cada disoluciéon y se colocaron en sobres
preparados con papel filtro que se sellaron con
sujetapapeles en cada extremo y se pusieron a
incubar por 24 horas a 28 °C y 80 % de hume-
dad relativa. Tres réplicas para cada dilucién,
junto con un control de agua fueron evaluados.
Pasado el tiempo de incubacion, el nimero de
larvas vivas y muertas fueron registrados y el
porcentaje de mortalidad calculado usando la
siguiente formula (FAO, 2004).

Larvas _muertas

YoMortalidad = 100 .............(])

Larvas _totales

2.5. Andlisis estadistico

Los datos de dosis-respuestas fueron analiza-
dos por regresion probit logaritmica, usando
SPSS 20.0 (95 % de intervalo de confianza) para
establecer la dosis letal DL50 de la ivermectina.

3. Resultados

Cuatro fracciones fueron obtenidas de cada
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extracto metandlico de las plantas, Azadirach-
ta indica, Citrus latifolia, Tagetes erecta e Inga ji-
nicuil. Asi, las 16 fracciones fueron evaluadas
para determinar su potencial acaricida contra
larvas de R. microplus, usando el bioensayo de
inmersion larvaria. La actividad acaricida de
todas las fracciones fue evaluada a una con-
centracién de 10 % (75 mg/750 uL), los resulta-
dosrevelaron que la fraccion de n-hexanode A.
indica (AIS-1A) vy las fracciones de n-hexano y
diclorometano de C. latifolia (CLC-1A y CLC-1B),
presentan un 100 % de mortalidad sobre las
larvas de R. microplus, mientras que la fracciéon
de diclorometano de I. jinicuil (IJS-1B) mostré
una actividad de 76 % de mortalidad (Figura 2).
Al mismo tiempo, la resistencia de las poblacio-
nes de garrapatas recolectadas fue establecida
por exposicion de las larvas a amitraz e iver-
mectina. En el caso del amitraz, la evaluacion a
la dosis discriminatoria (0.0002 %) iinicamente
muestra una mortalidad de 12 %, mientras que
en el caso del ensayo a las 12 diferentes con-
centraciones de ivermectina (0.01 a 0.00028
%): la dosis letal cincuenta (LD50= 0.008 %) re-
sultd ser muy elevada, indicando asi que esta
poblacién de garrapatas posee alta resistencia
hacia ambos acaricidas (Figura 2).

100 7
o0 1
B0
T0
ol
50
40 7
20 A
20
10 7
L] T T T T

AlS-1C CLC-1A CLC-1B LIS-1B

Mortalidad (%)

control

Ivermectina

a

y = 6440.5x + 0.2223
R*=0.9804

Mortalidad (%)
oo B 88583386838

0.002 0.003 0.004 0.0056 0.006 0.007 0.008 0.009 0.01
Concentracion (%%wfv)

0.011

Figura 2. En la parte superior se muestran las fracciones

mas activas frente a larvas de garrapatas de R. micro-

plus. En la parte inferior se muestra la relacién de mor-
talidad dosis-respuesta sobre larvas de R. microplus.
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4. Discusiéon

El uso indiscriminado de pesticidas sintéticos,
ha llevado a la presencia de poblaciones resis-
tentes de la garrapata comun del ganado, R.
microplus. Por esto surge la necesidad de im-
plementar alternativas para el control de lasin-
festaciones por garrapatas, hoy en dia la pers-
pectiva global en el control de garrapatas esta
cambiando hacia el uso de extractos de plantas,
debido principalmente a su baja toxicidad, fa-
cil obtencidon y actividad selectiva. Las plantas
sintetizan una gran cantidad de compuestos
que utilizan para su proteccion frente a pa-
togenos y plagas. Muchas de estas sustancias
se han convertido en la fuente de inspiracion
para el desarrollo de los plaguicidas semisinté-
ticos que se comercializan en la actualidad. Es
por ello, que ya se utilizan extractos de algu-
nas especies vegetales como sustancias activas
en los plaguicidas comerciales botanicos. Un
ejemplo de esto es el extracto de las semillas
de A. indica que va se usa en formulas comer-
ciales para el control de las garrapatas, aunque
estas formulaciones no han sido aprobadas por
el Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad vy
Calidad Agroalimentaria (SENASICA). Hasta la
fecha se contabilizan, 83 especies de plantas de
35 familias; entre las que destacan las familias
Astereaceae, Fabaceae, Solanaceae, Meliaceae
v Verbenaceae, las cuales representan el 45 %
de todas las especies evaluadas. El método mas
utilizado fue el de inmersién de larvas, ninfas
o garrapatas ingurgitadas en el extracto para
determinar la actividad acaricida. La morta-
lidad fue usualmente evaluada a las 24 o 72
horas. De estas especies evaluadas, destacan
las plantas Euphorbia prostrata, Manilkara za-
pota y Piper tuberculatum var. allenii que poseen
una dosis letal 50 DL, <OLosis . Asimismo, las
especies Anisomeles malabarica, Andrographis
lineata, Andrographis paniculata, Ricinus com-
munis, Terminalia chebula, Achyranthes aspera,
Pergularia daemia, Eclipta prostrata, Phyllanthus
emblica, Cocculus hirsutus, Rhinacanthus nasu-
tus, Solanum torvum, Cassia auriculata, Aegle
marmelos, Annona squamosa y Acacia nilotica
poseen una DL, en el rango de 0.01-0.05 %.

Lo anterior, hace evidente la importancia de
la busqueda de especies vegetales que puedan
ser usadas en el control de las infestaciones
por garrapatas; en este sentido, los resultados
que se presentan en este trabajo son de gran
relevancia, ya que podrian sentar las bases
para el desarrollo en un futuro de acaricidas
comerciales; particularmente de las fracciones
de C. latifolia (n-hexano y diclorometano) que
presentan actividades similares a la de A. indi-
ca: asimismo, la fraccion de diclorometano de
I. jinicuil, muestra una actividad muy relevan-
te, siempre respecto a A. indica. Es importante
destacar que las actividades acaricidas de estas
plantas no habian sido reportadas previamen-
te, segun los resultados de nuestras buisquedas
bibliograficas; v que las actividades de estas
fracciones fueron establecidas sobre larvas de
R. microplus con doble resistencia a amitraz e
lvermectina.

5. Conclusiéon

De los resultados obtenidos, se puede concluir
que de las 16 fracciones obtenidas por el méto-
do de Kupchan evaluadas a una concentracion
de 10 % en el bioensayo de inmersion larvaria,
cuatro fracciones muestran una buena activi-
dad inhibitoria sobre larvas de R. microplus (>
76 % de mortalidad), mientras que el resto de
fracciones resultaron tener muy baja o nula
actividad (< 30 %). De acuerdo a los resultados
registrados, tres de las fracciones (CLC-1A, CLC-
1B v 1JS-1A) podrian considerarse muy buenos
acaricidas, ya que poseen una actividad com-
parable a la fraccién activa de A. indica (AIS-
1C), planta ya utilizada comercialmente para el
control de las infestaciones por garrapatas. De
este modo, estas plantas podrian ser utilizadas
solas o combinadas, como una alternativa para
el control de la garrapata R. microplus del gana-
do bovino. Para el futuro, se pretende realizar
un estudio cromatografico para identificar las
sustancias presentes en estas fracciones y que
son responsables de la actividad acaricida ob-
servada.
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