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Resumen

La garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus constituye un serio problema para la
ganaderia mundial debido a los efectos directos e indirectos que ocasiona. El control de éste
ectoparasito se realiza mediante compuestos ixodicidas, el uso inadecuado de estos productos
ha ocasionado la generacion de cepas resistentes, por lo que es necesario que se busquen
nuevos agentes ixodicidas, los extractos vegetales y sus compuestos bioactivos brindan
nuevas posibilidades de control. En el presente trabajo de investigacion se evalud la actividad
ixodicida del extracto acuoso de palo azul (Eysenhardtia polystachya) y dos de sus
componentes Coatlinas y Matlalinas sobre larvas de R. (B.) microplus (resistentes a Amitraz)
en condiciones in vitro mediante la prueba de paquete larvario, utilizando diluciones al
0.0625%, 0.125%, 0.25%, 0.5% y 1%, obteniendo como resultado mortalidades promedio
que van de 39.33%, 48.33%, 56.63%, 85.32% y 93% con el extracto acuoso de palo azul; las
Coatlinas arrojaron mortalidades promedio que van de 0%, 0.67%, 1.33%, 3.33% y 5.67%,
mientras que las Matlalinas evidenciaron mortalidades promedio que van de 63%, 80.67%,
86.33%, 87.67% y 98.67%. Con las mortalidades obtenidas se realizo una ANOVA,
posteriormente se realizd6 un andlisis de comparacion multiple en donde las diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05) se determinaron mediante la prueba de Tukey. Las
mortalidades se compararon por medio del andlisis Probit para determinar la CLso de cada
uno de los compuestos evaluados, las Matlalinas demostraron tener una CLso de 630.28, la
cual fue menor en comparacién con las Coatlinas y el extracto acuoso de palo azul que
mostraron CLso de 1608.32 y 3173.71 respectivamente, con un limite de confianza de 95%.
Por lo que se puede concluir que las Matlalinas son las que presentan un efecto ixodicida

significativo en comparacion con las Coatlinas y el extracto acuoso de palo azul.

Palabras clave: Rhipicephalus (Boophilus) microplus, Eysenhardtia polystachya, Coatlinas,

Matlalinas, extracto, ixodicida.
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1 Introduccion

Las garrapatas se han adaptado a la mayoria de los nichos terrestres del planeta y se han
especializado en alimentarse de la sangre de mamiferos, aves y reptiles (Dominguez et al.,
2010); son los ectoparasitos hematofagos mas importantes del ganado en las areas tropicales
y subtropicales del mundo (Prado, 2013). Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Murrell y
Barker, 2003) es la especie de garrapata mas importante en estas areas ya que se le considera
el ectoparasito mas importante de los bovinos, debido a que causa grandes dafios a la
ganaderia de pastoreo (Diaz, 2012), estos se dividen en directos e indirectos. En los efectos
directos se encuentra el dafio a las pieles por la accion de picaduras, pérdida de sangre y
disminuciéon de parametros productivos (Alonso et al., 2006; Rodriguez et al., 2006 a;
Rodriguez et al., 2011 b; Rodriguez et al., 2012). El efecto indirecto esta dado por la
transmision de agentes infecciosos como: Babesia bovis, Babesia bigemina y Anaplasma

marginale (Rosado et al., 2008 a; Dominguez et al., 2010; Rodriguez et al., 2012).

En el ambito mundial la estrategia para controlar a estos ectoparasitos ha sido a través de
ixodicidas quimicos (Rodriguez et al., 2014; Rodriguez et al., 2010 a; Rodriguez et al.,
2012); sin embargo, su uso continuo e irracional esta propiciando la generacion de cepas de
garrapatas resistentes (Rosado et al., 2008 a). En México la resistencia de las garrapatas a
los acaricidas es reconocida en varios estados, principalmente en el tropico mexicano

(Rosado et al., 2010 a).

Los acaricidas comerciales causan dafios ecologicos y generalmente son toxicos para los
humanos (Rosado et al., 2008 a). Sin embargo, los acaricidas a base de plantas suelen ser de
baja toxicidad y no producen efectos residuales ya que son solubles en agua, ademas de que
presentan una baja incidencia en desarrollar cepas resistentes (Rosado et al., 2010 a). Debido
a esto es necesario que se empleen productos de origen natural que mitiguen los efectos

negativos en el animal y el medio ambiente.



Existen evidencias de la actividad ixodicida de extractos de plantas a nivel mundial (Ibarra
et al., 2015; Fernandez et al., 2011; Rosado et al., 2008 a), esto ha provocado el interés por
investigar la presencia de principios farmacologicos en aquellas plantas, que por tradicion
popular, son reconocidas en estudios de etnobotanica (Rodriguez et a/, 2010 b), tal es el caso
de Eysenhardtia polystachya (Ortega) Sarg, (Leguminosae). El extracto de dicha planta
presenta actividad ixodicida sobre larvas de R. (B.) microplus, la actividad esté relacionada

con la fluorescencia azul que presenta el extracto acuoso (Alcald et al., 2015).

1.1 Generalidades de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini,
1888). (Acari: Ixodidae).

1.1.1 Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888).
(Acari: Ixodidae)

Debido a su gran capacidad de adaptacion y propagacion, las garrapatas se han podido

extender en diversas areas geograficas de todo el mundo (Ojeda ef al., 2011).

La garrapata R. (B.) microplus, es originaria del continente asiatico y de la isla de Java, pudo
ser introducida en la mayoria de los paises tropicales y subtropicales a través de la
importacion del ganado. Su presencia ha sido descrita en varios continentes (Cortés et al.,
2010), tales como Oceania, Este y Sur de Africa y América (Prado, 2013); en éste tiltimo se

encuentra distribuida desde México hasta el norte de Argentina (Cortés et al., 2010).

1.1.2 Clasificacion taxonomica.

La clasificacion taxonomica de las garrapatas tradicionalmente se ha hecho mediante el
empleo de técnicas convencionales basadas en las caracteristicas morfologicas, bioldgicas y
ecologicas (Dominguez et al., 2010). Las garrapatas se dividen, por sus caracteristicas
morfoldgicas, en tres familias: Ixodidae, conocidas como garrapatas duras, Argasidae o

garrapatas blandas (Rodriguez et al., 2014) y Nutttalliellidae, representada por el género
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monoespecifico Nuttalliella, que posee caracteristicas intermedias de las dos familias
principales (Dominguez et al., 2010, Rodriguez et al.,, 2011 a; Vasquez et al., 2011). Se
reconoce la existencia de un total de 899 nombres que integran la lista de garrapatas
identificadas a nivel mundial. En la familia Ixodidae con 713 especies, se encuentra el género
Rhipicephalus, con 79 especies (incluidas las 5 de Boophilus) (Ojeda et al.,2011; Dominguez
et al., 2010, Murrell y Barker, 2003). Entre las especies de mayor importancia se encuentra

a Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Vasquez et al., 2011) (Figura 1).

Phylum: Arthropoda.
Clase: Arachnida.
Orden: Acarina.
Suborden: Metastigmata.
Familia: Ixodidae
Género: Rhipicephalus
Subgénero: Boophilus
Especie: microplus.

Figura 1. Clasificacion taxonomica de R. (B.) microplus (tomado de Guglielmone et al.,

2014)

1.1.3 Morfologia.

El cuerpo de la garrapata se divide en una region anterior llamada gnatosoma (capitulum) y

una region posterior llamada idiosoma (Prado, 2013).

El gnatosoma presenta una base hexagonal en vista dorsal, no presenta ornamentaciones
(Vésquez et al., 2011), comprende las partes bucales de la garrapata (Prado, 2013). En el
gnatosoma existe una proyeccion en la parte media llamada hipostoma sobre la que se
encuentran dorsalmente un par de queliceros esclerotizados y bisegmentados que se utilizan
para la perforacion. El hipostoma presenta una doble fila de dientes curvos (4/4), en posicioén
dorsal y lateral se presentan los palpos los cuales son muy cortos y anillados, éstos se
componen de 4 segmentos (Vasquez et al., 2011; Prado, 2013). El gnatosoma en su porcion

dorsal presenta areas porosas presentes en hembras y ausente en machos (Rodriguez et al,
3



2011 a). Su cuerpo o idiosoma es de forma ovalada, presenta un escudo (scutum) con forma
de lengiieta y es de color café, en larvas y hembras es corto mientras que en machos es largo.
Es una caracteristica taxonomica de la familia Ixodidae (Prado, 2013). En la superficie
ventral de las garrapatas se localizan las placas ventrales, el orificio genital, el ano,
espiraculos, surco anal; no distinguible o ausente en hembras y tenue en machos. Los machos
presentan placas adanales y accesorias, pueden llegar a presentar estructuras caudales

(Vasquez et al., 2011) (Figura 2 y figura 3).

Las larvas de las garrapata de R. (B.) microplus se caracterizan porque poseen tres pares de

patas (hexapodos), carecen de placas estigmales y orificio genital (Prado, 2013) (Figura 4).

Las garrapatas adultas presentan cuatro pares de patas que se articulan con el cuerpo mediante
una estructura llamada coxa. Cada pata estd dividida en seis segmentos (coxa, trocanter,
fémur, patella, tibia y tarso). La coxa estd insertada de forma vertical al cuerpo y permite

rotacion limitada. Cada tarso presenta un par de garras y una almohadilla (Schleske, 2011).

Es necesario sefialar que esta especie presenta dimorfismo sexual en donde el macho es de

menor tamafo que la hembra (Cupp, 1991).
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Figura 4. Vista dorsal y ventral de la morfologia externa de la larva de R. (B.) microplus.

(Tomado de Clifford, 1961).

1.1.4 Ciclo biolégico de Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

Los seres vivos adaptados a una asociacion biologica como el parasitismo, cumplen su ciclo
de vida en dos etapas: una fase de vida no parasitica o ciclo de vida libre que se completa en

el suelo como forma larval y una fase parasitica sobre el hospedero (Gallardo y Morales,

1999).

A lo largo de su vida las garrapatas ixodidas pasan por diferentes estadios. Comienzan con
el huevo, larva, ninfa y adulto, pasando la mayor parte de su tiempo alejadas de sus
depredadores, refugiadas en las madrigueras/nidos de sus hospedadores o en el suelo y la
vegetacion, a la espera de alimentarse (Manzano et al., 2012). El ciclo de R. (B.) microplus
€s monoxeno; se caracteriza por la utilizacion de un solo hospedero para completar su

desarrollo (Prado, 2013) (Figura 5).



FASE PARASITA

muda fecundacioén

Vhembras
adultas

Fase de encuentro

| j X postoviposicion preoviposicién
I ) incubacion
FASE NO PARASITA

Figura 5. Ciclo biologico Rhipicephalus (Boophilus) microplus. (Tomado de Prado, 2013).

- Fase no parasita
La fase no parasita abarca desde el desprendimiento de la hembra de su hospedero hasta la

aparicion de las larvas en la vegetacion (Gaxiola, 2008)

Preoviposicion: inicia en el momento en que la hembra repleta se desprende y cae al suelo,
se mueve en busca de un lugar protegido y con sombra para poner huevos; esta etapa dura

aproximadamente de 2 a 4 dias en verano y de 20 a 23 dias en invierno (Rodriguez et al.,
2011 a)

Oviposicion: este periodo comienza con la puesta del primer huevo hasta el ultimo por la
hembra repleta. En cuanto al nimero de huevos, la media de la oviposicion es de 2500-3000,
con un rango de aproximado entre 1000 y 4500. La ovoposicion dura en verano de 5 a 15

dias, en invierno este periodo se duplica o triplica en condiciones externas. Este periodo



puede verse afectado por factores ambientales como la radiacion solar directa, la cual puede

destruir los huevos (Rodriguez et al., 2011 a)

Postoviposicion: Es el periodo desde la puesta del ultimo huevo hasta la muerte de las
hembras adultas repletas, después de haber llevado a cabo su funcion. La duracion de este

periodo varia de 5 a los 15 dias (Rodriguez et al., 2011 a)

Incubacion: Es el periodo que abarca desde que los huevos han sido depositados en el
ambiente hasta su eclosion. La evolucion del embridn esta influenciada por el ambiente,
principalmente por la temperatura y la humedad; especialmente por la temperatura. El tiempo
promedio de dias para la incubacion en verano va de los 26 a los 32 dias, mientras que en
invierno va de los 69 a 74 dias. Las condiciones de incubacion optimas, donde se obtienen
mejores porcentajes de eclosion estan entre los rangos de 24.9 a 35° C a una humedad relativa

de 80-90% (Rodriguez et al., 2011 a).

Eclosion: En este periodo la larva emerge del huevo. La eclosion puede verse afectada por la
radiacion solar. Los mejores porcentajes de eclosion se obtienen en temporadas que tienen
una temperatura 6ptima de 25-35 °C y una humedad relativa del 95%. El porcentaje de
eclosion bajo condiciones de laboratorio es muy alto, casi siempre es superior al 80%

(Rodriguez et al., 2006; Rodriguez et al., 2011 a).

Larva de vida libre: De los huevos nacen larvas hexapodas de aproximadamente 0.50 mm de
largo y 0.40 mm de ancho; tienen forma ligeramente oval. Al inicio son de color ambar y con
el paso del tiempo cambian a rojo oscuro (Rodriguez ef al., 2011 a). Las larvas se alimentan

de la sustancia vitelina (Estrela ef al., 2007).

Después de haber eclosionado, la larva sube por la hierba hasta llegar al extremo superior de
la misma (geotropismo negativo), en esa parte de las hierbas o pastos se localizan grandes
cantidades de larvas, preferentemente en el lado sombreado de las hojas en espera de un
hospedero susceptible (Rodriguez et al., 2011 a). La busqueda de huésped es caracteristica

de los estadios post-embrionarios de los ix6didos, a esta fase se le conoce como la fase de
8



encuentro. Las larvas se mueven durante el transcurso del dia evadiendo, en lo posible, la
radiacion solar directa. En campo abierto, las larvas pueden distribuirse desde los 30 a 80 m,
asi como el transporte casual por otros huéspedes no adecuados pude abarcar desde los 30 m

hasta los 0.8 km (Gaxiola, 2008).

- Fase parasita:

La fase parasita abarca desde la fijacion al huésped como larva hasta el desprendimiento
como hembra repleta; en esta fase se lleva a cabo el proceso de muda, alimentacion y copula
(Gaxiola, 2008). El tiempo que dura el ciclo parasitico de la garrapata R. (B.) microplus tiene
pequefias variaciones, presenta un rango de 18 a 22 dias (Rodriguez et al., 2011 a; Ibarra et

al., 2012).

Las larvas de R. (B.) microplus detectan al huésped mediante quimiorreceptores, los cuales
perciben el bioxido de carbono que expele el vertebrado por medio de la respiracion. Cuando
las larvas detectan la presencia de un huésped adoptan una posicion caracteristica,
deteniéndose sobre sus patas posteriores y extendiendo el par anterior tratando de adherirse
al hospedero (Rodriguez et al., 2006 a). Ya 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 asi

como en otros regiones del cuerpo del bovino (Rodriguez ef al., 2011 a).

El ciclo parasitico puede ser dividido en los siguientes estadios: larva, ninfa y adulto.

Larva: una vez que la larva se adhiere al hospedero perfora la piel y se alimenta, se repleta
llegando a medir aproximadamente 1.0 mm de largo (Rodriguez et al., 2011 a);
posteriormente hay una disminucion gradual de sus movimientos de las extremidades hasta
la total inmovilidad: en este momento se inicia la primera muda (metalarva), una vez

producida la ecdisis surge la ninfa (Gaxiola, 2008).



Ninfa: Durante esta etapa ocurren cambios morfologicos significativos, aparecen cuatro
pares de patas. La ninfa fija su hipostoma a la piel del animal y se alimenta de sangre hasta
repletarse. La ninfa repleta tiene forma oval y es de color gris oscuro, mide aproximadamente
de 2.5 mm de largo y cerca de 4 mm al final de esta etapa (Rodriguez et al., 2011 a). La ninfa
paulatinamente reduce sus movimientos generando una segunda muda (metaninfa), después

de la ecdisis se da origen a machos y a hembras, los cuales poseen 4 pares de patas (Gaxiola,

2008).

Adulto: Los cambios morfologicos mas sobresalientes de esta etapa son los cuatro pares de

patas y una doble fila de dientes (Rodriguez et al., 2011 a):

- Macho: las ninfas repletas mas pequefias y oscuras se abren longitudinalmente y
emergen los machos, los cuales son de color oscuro con una longitud total de 2.0 a

25 mm de largo.

- Hembra plegada: las ninfas repletas de mayor tamafio, generalmente el 50%, se
transforman en hembras pubscentes denominadas hembras plegadas. Tienen forma
oval aplanada de color café¢ claro con ocho patas largas y fuertes. Miden

aproximadamente 2.0mm.

- Hembras semirepletas: son las hembras que comienzan a alimentarse hasta que se
fertilizan y que al aumentar su tamafio, se desprenden del hospedero como hembras
repletas. Su crecimiento es lento, pero al tercer o cuarto dia después de ser hembras

plegadas su cuerpo se incrementa en un 80%.

- Hembras repletas (Teleogina ingurgitada): Son las hembras que concluyen su
desarrollo, se desprenden del hospedero y una vez que caen al suelo buscan un lugar
para poder comenzar a poner sus huevos. Se ha observado que la hembra semirepleta
incrementa su tamaio de 4.0 a 6.0 mm y espera hasta la copula, para posteriormente
alcanzar el estado final de la hembra repleta. Su forma es ovoide, grisacea y mide de

7.0 a 13.00 mm de longitud y de 4.0 a 8.00 mm de ancho.
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La hembra emite feromonas que atraen al macho para llevar a cabo el apareamiento. Durante
la copula el macho transfiere a la hembra el espermatoforo que contiene los espermatozoides.
Las hembras se repletan de sangre durante las Gltimas 24 horas de infestacion; se desprenden
del hospedero y en el suelo inician un nuevo ciclo (Gaxiola, 2008). Si las condiciones son
favorables el ciclo puede completarse en 37 dias, pero en condiciones de adversidad puede

prolongarse hasta 281 dias (Bazan, 2002).

1.1.5 Control de garrapatas.

El control de las garrapatas consiste en romper su ciclo biologico, puede efectuarse de manera
bioldgica, cultural y quimicamente (Rodriguez et al., 2011 b; Rodriguez et al., 2006 a). Los
métodos actuales para el control de las garrapatas implican el uso de métodos quimicos
(ixodicidas o garrapaticidas) y no quimicos (vacunas y control bioldgico), y la aplicacion
sistemdtica de dos o mas métodos (manejo integrado de plagas) (Rodriguez et al., 2014;

Rodriguez et al., 2012).

1.1.6 Control quimico y no quimico.

- Control quimico

En los métodos quimicos utilizados encontramos el uso de los ixodicidas, entre los que se
encuentran las familias de los organofosforados (OF), piretroides sintéticos (PS), amidinas
(Am), fenipirazolonas (Fp) y lactonas macrociclicas (LM) (Rodriguez et al., 2010 a;
Rodriguez et al., 2010 b; Ojeda et al., 2011; Fernandez et al., 2012 a).

Actualmente el control de las garrapatas se basa principalmente en el uso de productos
quimicos mediante la aplicacion de ixodicidas (Bravo et al., 2008; Rodriguez et al., 2012,
Rodriguez et al., 2014). Se lleva acabo utilizando bafios, aerosoles o productos aplicados
pour-on (Rodriguez et al., 2014; Manzano et al., 2012), aplicacion del tratamiento parenteral

asi como el tratamiento con aretes y collares impregnados (Rodriguez ef al., 2011 b). Sin
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embargo, el uso inadecuado de esta estrategia con altas tasas de aplicacion, preparacion
incorrecta de los animales o uso de mezclas inapropiadas de plaguicidas, ha ocasionado el
desarrollo de cepas de campo resistentes al efecto de estos compuestos quimicos,
configurando un fendmeno presente y creciente a escala mundial (Diaz y Vallejo, 2013).
Otros aspectos que se cuestionan debido al uso indiscriminado de los productos quimicos es
el de la contaminacion ambiental, que provoca efectos sobre las poblaciones no blanco, asi

como peligros en la salud publica (Alvarez et al., 2007).

-Uso de quimicos naturales de plantas

Este método de control quimico natural se basa en el uso de extractos de plantas (Rodriguez
et al., 2014). Se ha estudiado la eficacia de extractos de Calea serrata Less. (Asteraceae)
para el control de R. (B.) microplus, obteniendo una reduccion del 11 al 14% en la oviposicion
y 100% de mortalidad en larvas de R. (B.) microplus (Sarda et al., 2007; Rodriguez et al.,
2011 a; Rodriguez et al., 2011 b).

En México se han realizado diferentes estudios utilizando extractos de plantas sobre larvas

y garrapatas adultas de R. (B.) microplus:

En un estudio se evaluaron 45 extractos metandlicos de plantas sobre larvas de garrapatas
resistentes a OP, SP y Am, obteniendo eficacias de 5-99% (Rosado et al., 2010a). En otro
estudio utilizando Petiveria alliacea L. (Phytolaccaceae) se reportd un 86% de eficacia y un
91% de reduccion en el indice de eficiencia reproductiva en individuos adultos de R. (B.)
microplus (Rosado et al., 2010b). Otro estudio realizado con Petiveria alliacea L.
(Phytolaccaceae) arroj6 eficacias ixodicidas del 95% y 86% contra larvas y garrapatas adultas
de R. (B.) microplus respectivamente (Rodriguez et al., 2011 b). En un estudio con aceites
esenciales extraidos de Cuminum cyminum L. (Apiaceae) y Pimenta dioica (L) Merr.
(Myrtaceae) se reportd 100% de eficacia ixodicida en larvas de R. (B.) microplus (Martinez
et al., 2011a). En otro estudio con aceites esenciales de hojas de orégano Lippia graveolens
Kunth. (Verbenaceae), hojas de romero Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae) y bulbos de

ajo Allium sativum L. (Alliaceae) (Martinez et al., 2011b). Recientemente el extracto de
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Eysenhardtia polystachya (Ortega) Sarg. (Leguminosae) mostré una mortalidad significativa

del 94.82% (Alcal et al., 2015).

Cabe considerar que otros extractos se han aplicado en garrapatas de la familia Ixodidae,
tales como el de la tintura de tabaco Nicotiana tabacum L. (Solanaceae), la cual se utilizo en
el control de la garrapata de los caninos frente al tratamiento cldsico con amitraz y los
resultados obtenidos fueron de un 70% para larvas, 61.79% en ninfas y 64.9% para adultos a
una concentracion de 0.0117% de N. tabacum comparados con un 92% de efectividad del
amitraz en los tres estados (Neira et al., 2009). Otro caso es el extracto metandlico de las
hojas y corteza de Azadiractha indica A.Juss. (Meliaceae) sobre larvas de Amblyomma
variegatum y todos los estadios de Hyalomma anatolicum excavatum y R. appendiculatus

(Rodriguez et al., 2014).

- No quimicos

El desarrollo de resistencia a los diferentes ixodicidas en conjunto con los efectos negativos
de los ixodicidas sobre el medio ambiente, han propiciado la busqueda de métodos
alternativos de control no quimico, los cuales se basan en el uso de practicas zootécnicas
como razas de bovinos resistentes, manejo de pastizales, uso de vacunas y control bioldgico

(Ojeda et al., 2011).

Manejo de pastizales, se lleva a cabo mediante la rotacion, descanso y quema de praderas,
esto con la finalidad de presionar a las garrapatas en su etapa de vida libre al impedir o
retardar que encuentren a su hospedero y de esta manera mueran por hambre o por

deshidratacion (Rodriguez ef al., 2011 b).

Seleccion de razas de bovinos resistentes, debido a que R. (B.) microplus se origino en Asia,
lugar por donde se desarrolld por miles de afios en estrecho contacto con el ganado cebuino
(Bos indicus). Debido a su coevolucion, esta especie bovina desarrollé y ha mantenido cierto
grado de resistencia, mientras que las razas de ganado continental son susceptibles a R. (B.)

microplus, por ejemplo Bos taurus (Bravo et al., 2008).
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- Control biolégico

El control biologico se define como el uso consciente de organismos vivos para reducir las
poblaciones de organismos plaga o patégenos. Se consideran agentes de bidcontrol a
depredadores, parasitos, patdégenos, competidores de las plagas, feromonas naturales y

plantas resistentes (Ojeda ef al., 2011).

Los hongos que han sido evaluados para el control de R. (B.) microplus son Lecanicillium
lecanii, Cordyceps bassiana y Metarhizium anisopliae, los cuales han demostrado tener

potencialidad para el control de distintas fases de desarrollo de la garrapata (huevo, larva,

ninfa y adulto) (Ojeda et al., 2011).

Entre los depredadores podemos encontrar al menos 50 especies de aves “garrapateras”. En
areas tropicales encontramos a las garzas garrapateras y a las gallinas domésticas que pueden
ingerir garrapatas; el consumo de las garrapatas depende de la disponibilidad de alimentos

alternativos y la densidad de garrapatas (Rodriguez et al., 2011 b).

Algunas especies de hormigas del género Pachycondy! suelen alimentarse garrapatas adultas
repletas, siendo el verano el periodo con mayor actividad (Rodriguez et al., 2011 a). Otras
hormigas que funcionan como reguladoras son Solenopsis germinata, Solenopsis saevissima,

Camponotus rengira y Ectatomma cuadridens (Rodriguez et al., 2014).

Bacterias como Bacillus thuringiensis posee la capacidad de bioregular las poblaciones de
garrapatas, del mismo modo lo hace Cedecea lapagei, la cual es patdgena para R. (B.)
microplus, llegando a producir 100% de mortalidad en condiciones de laboratorio (Rodriguez

etal., 2011 a, Rodriguez et al., 2014).
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- Manejo integral de plagas

Consiste en aplicar sistematicamente dos o mas métodos de control de plagas que afecten
negativamente a una especie hospedadora disminuyendo el nimero de aplicaciones de
productos quimicos, de este modo se reducen los riesgos sobre la salud humana y ambiental

(Rodriguez et al., 2014).

- Vacunas

Los problemas de resistencia a los acaricidas hacen que sea necesario desarrollar métodos
alternativos de control de las garrapatas, como puede ser el empleo de vacunas (Manzano et
al., 2012). Actualmente se comercializan dos vacunas contra R. (B.) microplus denominadas
TickGARDPLUS® en Australia y Gavac ™ en América Latina. Las vacunas contienen el
antigeno Bm86 y han demostrado reducir el peso y la capacidad reproductiva de las

garrapatas (Rodriguez et al., 2011 a; Rodriguez et al., 2014).

1.1.7 Resistencia.

La plasticidad del genoma de los insectos ha facilitado el desarrollo de resistencia hacia los
insecticidas (Alonso et al., 2006). La resistencia quimica que las garrapatas manifiestan a los
ixodicidas, es un proceso evolutivo que aparece por seleccion genética (Rodriguez et al.,
2011 a). La resistencia es una respuesta genético evolutiva de las poblaciones de artropodos
expuestas a un estrés ambiental severo y continuo, como son las aplicaciones frecuentes de
un acaricida en condiciones de una fuerte presion selectiva (Soberanes et al., 2005). La
velocidad con que se desarrolla la resistencia en una poblacion depende principalmente de la
frecuencia inicial de los genes que confieren resistencia, la intensidad de seleccion, el grado
de dominancia del gen y la relativa capacidad del genotipo (Alonso et al., 2006). La
resistencia es el desarrollo de una condicion de una poblacion de insectos y otros artropodos,
que permite tolerar dosis de toxicos que serian letales para la mayoria de los individuos de
una poblacién normal de la misma especie (Rodriguez et al., 2011 a). El desarrollo de
resistencia en artropodos depende de la frecuencia de la aplicacion de los insecticidas, asi

como de los ciclos de vida de los insectos (Rodriguez et al., 2012).
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El desarrollo de la resistencia a los acaricidas se da en tres fases (Alonso et al., 2006):

- La fase de establecimiento, se refiere a la aparicion de un alelo resistente en una

poblacion, habitualmente este proceso se efectia por mutaciones naturales.

- Lafase de desarrollo, es aquella que comprende el aumento del nimero de individuos

resistentes y ocurre por la tasa de sobrevivencia preferencial sobre los individuos

susceptibles después del uso de productos quimicos (esta fase puede darse de forma

rapida cuando el gen que confiere la resistencia es dominante; y lenta cuando los

alelos son recesivos).

- La fase de emergencia, es una fase corta. Ocurre cuando hay una elevada tasa de

presion de seleccion, el alelo resistente es lo suficientemente comun en la poblacion

por lo que manifiesta una reduccion de la efectividad del ixodicida.

De acuerdo al tipo de respuesta al plaguicida la resistencia ha sido agrupada en cuatro

categorias: (Alonso et al., 2006; Dominguez ef al., 2010; Diaz, 2012):

el contacto con el insecticida.

Resistencia al comportamiento, es cuando el insecto modifica su conducta para evitar

- Resistencia de la penetracion, es una modificacion del exoesqueleto del insecto para

inhibir o retardar la penetracion del quimico, en general tiene que ver con la

concentracion de lipidos que facilitan o retardan la penetracion del pesticida a través

de esta estructura.

- Resistencia metabdlica, es la detoxificacion del insecticida por enzimaticos que

radica en la modificacion de las vias metabodlicas del insecto.

- Insensibilidad al sitio de accion es la modificacion del sitio de accion del insecticida

para disminuir la sensibilidad del quimico.
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1.1.8 Resistencia en México.

En México la resistencia a los acaricidas se encuentra ampliamente distribuida (Temeyer et
al., 2012). Los OFs fueron los ixodicidas usados en el programa de erradicacion nacional de
la garrapata entre 1974-1984 (Rodriguez et al., 2012; Rodriguez et al., 2011 a). El primer
caso de resistencia en México en poblaciones de garrapatas R. (B.) microplus, se documentd
por primera vez en 1981 a partir de fallas de control en la region de Tuxpan, Veracruz. Debido
al desarrollo de las poblaciones resistentes a los organofosforados, a partir de 1986 se
permitié la comercializaciéon de nuevos ixodicidas como los piretroides y el amitraz. Sin
embargo, en 1993, después de 8 afios se detectaron los primeros casos de resistencia a
piretroides en los estados de Tabasco, San Luis Potosi, Veracruz y Chiapas. Después del
establecimiento de la resistencia a los organofosforados y piretroides, se incremento el uso
de amitraz (Dominguez et al., 2010). A principios del 2001 se detectd en la region de los
Rios en el estado de Tabasco el primer caso de resistencia al amitraz (Am). El hallazgo de
las poblaciones multirresistentes puso en relieve un problema aun mas complejo ya que la
cepa denominada “San Alfonso” fue diagnosticada con caracteristicas toxicologicas de
resistencia a amidinas, piretroides y organofosforados (Soberanes et al., 2012). Sin embargo,
la resistencia multiple a los acaricidas en el territorio mexicano continua extendiéndose y
actualmente se han diagnosticado poblaciones resistentes de garrapatas a organofosforados,

piretroides y amidinas en todo el pais (Dominguez et al., 2010).

En México la resistencia a los acaricidas es reconocida en varios estados, mayormente en el
tropico mexicano (Rosado ef al., 2010 a). Este problema ha incrementado debido a la
presencia de poblaciones de garrapatas de la especie R. (B.) microplus resistentes a
orgonofosforados (OP), piretroides sintéticos (PS) y amitraz (Am) por lo que se ha creado
multiressitencia hacia estos acaricidas (Ferndndez ef al., 2012 a). Las lactonas macrociclicas
(LM) las cuales son endectocidas son usadas como control de las garraptas, pero también se

han creado poblaciones resistentes hacia este quimico (Rodriguez et al., 2014).
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1.1.9 Ixodicidas empleados en México.

En México existen mas de 50 productos para el control de garrapatas que incluyen seis grupos
distintos con diferencias en sus mecanismos de accion (OF, PS, Am, fenilpirazolonas,
reguladores del crecimiento y LM) que se pueden aplicar por aspersion, inmersion, de forma

epicutanea (pour-on) y por via parenteral (inyectables) (Rodriguez et al., 2010 a).

Los ixodicidas més empleados en México son: organofosforados (OF), piretroides sintéticos
(PS) y amitraz (Am) y lactonas macrociclicas (LM) (Rodriguez et al., 2010 a; Rodriguez et
al., 2014). El uso de los ixodicidas y de las LM ha funcionado con éxito en el control de las
garrapatas; sin embargo, su uso constante ha ocasionado la seleccion de poblaciones

resistentes a la accion de los ixodicidas y LM (Rodriguez et al., 2014).

1.1.10 Amidinas

Las amidinas o formamidinas son sustancias activas acaricidas sobre garrapatas, acaros y

piojos. Estos farmacos fueron desarrollados en 1970 (Prado, 2013).

El amitraz es una formamidina que ha sido utilizada en el control de la garrapata del ganado
R. (B.) microplus (Rodriguez et al., 2006 b). El amitraz pasa por una conversion metabdlica
y se convierte en un metabolito activo llamado U-40481 o BTS-27271. Es ligeramente
soluble en agua, pero muy soluble en solventes orgéanicos. El sitio de accion de amitraz no
esta completamente aclarado, se han propuesto varios sitios blanco, uno es el receptor del

neurotransmisor de octopamina y el otro es el de la monoaminoxidasa (Diaz, 2012).

El amitraz imita la accion de la octopamina, neurotransmisor que regula el comportamiento
de excitacion del SNC, actuando también como neurohormona sobre tejidos periféricos que
inducen la movilidad de lipidos y carbohidratos, y como neuromodulador central periférico
que actua sobre los muslos, la corpora cardiaca y la corpora allata en los artropodos,
mediando toda su actividad a través de tres clases de receptores acoplados a proteinas G
vinculadas a la adenilato ciclasa. La sobreestimulacion ejercida por el amitraz sobre estos

receptores origina su efecto toxico en el SNC, impidiendo la accion reguladora de la
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octopamina. Todo esto genera sobreestimulacion de la sinapsis octopaminérgicas dando
lugar a temblores, convulsiones, anorexia, desprendimientos e interrupcion de la
reproduccion en R. (B.) microplus. Es posible que las formamidinas también intervengan en

la inhibicion de monoaminoxidas, que alteran el ciclo energético del artropodo (Diaz, 2012).

1.1.11 Situacion de la garrapata en México.

La distribucion geografica de las garrapatas en México obedece a factores ambientales, entre
los que destacan la humedad relativa, la temperatura, vegetacion. Otros factores que
intervienen en la distribucion de R. (B.) microplus son la altitud, presencia y abundancia de
hospederos y las practicas de control o erradicacion que el hombre ejerce sobre las

poblaciones de garrapatas (Rodriguez et al., 2011 a).

Debido a la amplia distribucion que presenta R. (B.) microplus, en México se ha
implementado una Campaiia Nacional para el control de la garrapata Boophilus sp. Dicha
campafa tiene como objetivo de controlar y erradicar a éste ectoparasito. Desde que se
publico en el diario Oficial de la Federacion el 19 de mayo de 1995 se le ha dado un
seguimiento mediante estudios epidemioldgicos, logrando reconocer y determinar la
condicion zoosanitaria de una o varias zonas, dependiendo del nivel de incidencia de la
garrapata R. (B.) microplus. Las zonas que estan sujetas a control se clasifican en: zona de

control, zona de erradicacion y zona libre.

La situacion actual de la campafia zoosanitaria de la campana contra la garrapata R. (B.)

microplus, actualmente esté referida a cada una de las fases del programa:
- La zona de fase libre ocupa una porcién importante del pais, asi como areas del

centro; comprende 94.4 millones de hectareas, las cuales equivalen al 47.88% el

territorio nacional.
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- La zona en fase de erradicacion cuenta con 1.1 millones de hectareas que se ubican
en las areas en las cuales el parasito ha sido eliminado por efectos de la Campana y

representan un 0.57%.

- Las zona en fase de control hasta este momento alcanzan una superficie total de 101.6

millones de hectareas y representan el 51.5% del pais (Figura 6).

‘RBL pUAL SE ESTABLECE LA CAMPANANACIONAL

LIBRE
B ERRADICACION

CONTROL

Revision de imagen 18 de marzo de 2015
El SENASICA otorga el reconocimiento de cambio de fase de control a erradicacion
a la zona sur del Estado de Baja California Sur el 18 de diciembre de 2013.

Fig. 6. Situacion actual de R (B.) microplus en México (tomado de

http://www.senasica.gob.mx/?id=4393, 2015)
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1.1.12 Daiios directos e indirectos.

La garrapata R. (B.) microplus es uno de los principales ectoparasitos que causan pérdidas
economicas en la ganaderia bovina (Rosado et al., 2008 a). El impacto econdémico negativo
de R. (B.) microplus se debe a los efectos directos e indirectos en el ganado. (Rodriguez et

al., 2012).

- Efectos directos

R. (B.) microplus causa dafios directos debido a la accion de picaduras las cuales causan
irritacion, inflamacion e hipersensibilidad. (Rodriguez et al., 2012; Dominguez ef al., 2010).
A través de las picaduras se producen abscesos que se ocasionan apreciables pérdidas en el
valor de las pieles, ademas de la pérdida de sangre. En el caso de las vacas lecheras, estos
abscesos frecuentemente estan involucrados en el dafo y la pérdida de uno o mas cuartos de
la glandula mamaria con la consecuente disminucion de la produccion lactea (Rodriguez et

al., 2006 a).

Las garrapatas tienen un efecto nocivo directo sobre la ganancia de peso de los animales. En
el ganado de engorda cada garrapata adulta ha demostrado reducir la ganancia de peso diaria
en 0.6 g. (Rodriguez et al., 2006 a). Al afio se calcula en 0.26 kg por garrapata, lo que
representa pérdida de varios miles de millones de dolares en la economia pecuaria (Ojeda et

al., 2011).

Cuando R. (B.) microplus se presenta en grandes cantidades provoca anemia y grandes
pérdidas en la produccion del ganado (Rodriguez ef al., 2012). Se ha demostrado que los
animales infestados con garrapatas reducen su consumo de alimento (4.37 kg) en

comparacion con animales no expuestos a garrapatas (5.66 kg) (Ojeda et al., 2011).

R. (B.) microplus crea alteraciones reproductivas en el ganado por lo que ocasiona un impacto

negativo en la economia ganadera (Rosado et al., 2008 a).
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Se ha reportado que cuando los animales se encuentran infestados por garrapatas producen
alteraciones en varios metabolitos entre los que se encuentran la hemoglobina, globulos
blancos, colesterol, albumina, globulina, amilasa, fosfatasa alcalina y también es posible que

secreten compuestos hepatotoxicos (Ojeda et al., 2011).

- Efectos indirectos.

Cuando R. (B.) microplus se adhiere y se alimenta es capaz de transmitir una serie de
enfermedades virales, bacterianas, rickettsiales y protozoarios patdogenos (Rodriguez et al.,

2012).

En los efectos indirectos encontramos aquellos en donde se encuentra la transmision de
agentes patdgenos tales como Babesia bovis, Babesia bigemina y Anaplasma marginale

(Rosado et al., 2008 a; Dominguez et al., 2010; Rodriguez et al., 2012).

Se estima que en México las enfermedades transmitidas por garrapatas a la ganaderia bovina
producen pérdidas de 48 millones de dolares anuales. Ademas, existen problemas con la

comercializacioén de animales infestados o parasitados (Rodriguez et al., 2006 a).

1.2 Generalidades de Eysenhardtia polystachya (Ortega) Sarg.
(Leguminosae).

1.2.1 Eysenhardtia polystachya.

El género Eysenhardtia Kunth (Leguminosae, Papilionideae) estd conformado por 13
especies y 2 variedades. Se trata de un género restringido para México con excepcion de E.
texana Scheele, E. orthocarpa (A. Gray) S. Watson, E. spinosa A. Gray y E. adenostylis
Baillon (Cruz y Sousa, 2013; 2005). Eysenhardtia polystachya (Ortega) Sarg, conocida como
“palo azul” pertenece a la familia Leguminosae (Pérez et al., 2002; Alvarez et al., 1998)
(Figura 7). Es un arbusto o arbol de 3 a 8 m de altura con un tronco de 10 a 30 cm de
didmetro; corteza amarilla ligeramente rugosa, interna pardo rojiza; presenta hojas pinadas

de 3 a 10 cm de largo, peciolo corto, foliolos numerosos, oblongos u ovales, de 3 a 12 mm
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de largo por 1.5 a 5 mm de ancho, 4pice redondeado, margen entero, base redondeada,
glabros; flores de 5 a 7 mm de largo, pubescentes, dispuestas en racimos de 4 a 15 cm de
largo; legumbre de 1 a 1.5 cm de largo por 3 a 5 mm de ancho, glabra, péndula; semilla de 4
a 5 mm de largo, café-amarillenta. Florece de mayo a septiembre y fructifica en los tltimos

meses del afio (Rzedowski y Calderon, 2010; Vazquez et al., 1999) (Figura 8).

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta.
Clase: Magnoliopsida
Orden: Fabales
Familia: Leguminosae.
Subfamilia: Papilionoideae.
Género: Eysenhardtia.
Especie: polystachya.

Figura 7. Clasificacion taxonomica de Eysenhardtia polystachya (Ortega) Sarg. (Tomada
de Cronquist, 1981)

Figura 8. Partes de Eysenhardtia polystachya. A. Arbol completo; B. Corteza; C. Madera;
D. Hojas pinnadas; E. Flores en racimo; F. Fruto. (Tomado de CONABIO, 2014).
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1.2.2 Distribucion de Eysenhardtia polystachya.

Eysenhardtia polystachya se encuentra ampliamente distribuida en la parte central del pais,
en los estados de Aguascalientes, Colima, Distrito Federal, Durango, Estado de México,
Guerrero, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Morelos, Nayarit, Oaxaca, Puebla,
Querétaro, San Luis Potosi, Tlaxcala y Zacatecas (Figura 9). Habita en climas calidos,
semicalidos, semisecos y templados desde los 100 hasta los 2300 msnm (Vazquez et al.,

1999; Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009; Cruz, 2006).
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Figura 9. Distribucion de Eysenhardtia polystachya en México (tomado de Cruz, 2006).
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1.2.3 Nombres comunes.

Se le conoce con los siguientes nombres comunes (Vazquez et al., 1999):

- Jalisco: Cuate.

- Puebla: Coatl y Palo dulce.
- Oaxaca: Cuatle y Cohuatli.
- Hidalgo: Ursa y Palo dulce.
- Michoacan: Palo dulce.

- Nayarit: Biassa.

- San Luis Potosi: chilab te', tsakam wayal (tenek).

1.2.4 Usos de Eysenhardtia polystachya.

- Medicinal

Los primeros reportes del uso de E. polystachya corresponden a las culturas prehispénicas
en ¢l siglo X VI, éstas la utilizaban para enfermedades en vias urinarias (Acufa et al., 2009).
En el siglo XVI, Martin de la Cruz, la preescribe para el hipo; en el mismo siglo Fray
Bernardino de Sahagln, en el Cddice Florentino reporta el uso de la madera de E. polystachya
reposada en agua para la tos, la orina, calentura y disuria; Nicolds Monardes en ése mismo
siglo menciona que es util para los que no orinan libremente, para dolor de rifiones y de ijada.
Posteriormente, contemporaneo a Monardes, Francisco Hernandez sefiala que es una planta
de naturaleza fria y himeda, que ayuda a disminuir la acidez de la orina, extingue las fiebres
y cura los coélicos. El cocimiento de la corteza evactia la orina. Anade que alivia las
inflamaciones de los ojos y los limpia de excrecencias (Biblioteca Digital de la Medicina

Tradicional Mexicana, 2009).

A principios del siglo XVII, Juan de Esteyneffer la recomienda como diurético y para
enfermedades renales, asi como para el dolor de piedra. En el siglo XIX, la Sociedad

Mexicana de Historia Natural describe su uso como diurético y para las epizootias de las
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gallinas. En el siglo XX, Maximino Martinez la refiere para las afecciones renales,
antiespasmodica, antipirético, cicatricial regenerativo, diurético, enfermedades de los ojos y
para lavar las vias urinarias (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).
En estudios recientes se ha demostrado que el extracto acuoso de E. polystachya tiene
propiedades diuréticas y antiurolitiasicas (Pérez et al., 1998), también se ha evidenciado que
las isoflavonas 7-hidroxi-2’, 4°’, 5’-trimetoxiisoflavona y 7-hidroxi-4’-etoxiisoflavona,
aisladas de la madera de E. polystachya, presentan actividad inhibitoria en el crecimiento de

los cristales de oxalacetato y fosfato de calcio (Pérez ef al., 2002).

Actualmente se sigue utilizando en la medicina tradicional en el tratamiento de urolitiasis y
una gran variedad de enfermedades urinarias, para este proposito la madera es hervida en
agua para producir un liquido de color dorado, con una fluorescencia azul de la cual los
enfermos se toman una taza diariamente (Pérez et al., 2002), es importante mencionar que la
formacion de la fluorescencia se debe a la presencia de uno de los flavonoides mayoritarios
de la E. polystachya, la Coatlina B, la cual es transformada en Matlalina. Esta fluorescencia

fue reportada por primera vez en 1565 por Nicolas Monardes (Acuia et al., 2009).

Combustible (madera). Especie muy usada como lefia ya que posee buenas

caracteristicas energéticas (Vazquez ef al., 1999).

- Forrajero (tallo joven y hojas). Proporciona forraje en abundancia. Las ramillas son

ramoneadas por el ganado bovino y caprino (Vazquez et al., 1999, Cruz, 2006).
- Uso doméstico (madera). Se elaboran copas y vasijas (Vazquez et al., 1999).

- Construccion (ramas y troncos). Se emplean en la elaboracion de viviendas rurales

(Granados y Hernandez, 1995).
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1.3 Flavonoides.

El término flavonoide se refiere a un grupo aromatico, son pigmentos heterociclicos que
contienen oxigeno, se encuentran ampliamente distribuidos entre las plantas (Escamilla et
al., 2009). Los flavonoides son un amplio grupo de Metabolitos secundarios -compuestos
organicos que se sintetizan a partir de aminoacidos, carbohidratos, lipidos, proteinas y acidos
nucleicos- (Lopez et al., 2008). Quimicamente son sustancias de bajo peso molecular que se
encuentran en las plantas vasculares (Estrada et al., 2012; Havsteen, 2002). Estos cumplen
un papel importante en la naturaleza que ha perdurado en las plantas vasculares a lo largo de
su evolucidn, intervienen en el desarrollo y buen funcionamiento de las plantas y actian como
atrayentes de animales en la ovoposicion, como agentes protectores contra la luz UV o contra
la infeccidn por organismos fitopatogenos (Cartaya y Reynaldo, 2001). Esta asociacion entre
las plantas productoras de flavonoides y las diversas especies animales y otros organismos,
puede explicar la gama extraordinaria de actividades bioquimicas y asi como las propiedades

farmacoldgicas que estos productos ejercen en el hombre (Estrada et al., 2012).

1.3.1 Propiedades.

Se han descrito diversas propiedades en los flavonoides tales como antiinflamatorias,
antialérgicas, hepatoprotectoras, antitromboticas, antivirales, anticarcinogénicas,
antibacteriales, antiflingicas, antiulcéricas, antialérgicas, antitumorales, antioxidantes e
insecticidas (Cartaya y Reynaldo, 2001; Lopez et al., 2008; Esacamilla et al., 2009; Estrada
etal., 2012).
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1.3.2 Composicion quimica de Eysenhardtia polystachya.

E. polystachya ha sido objeto de varios estudios fitoquimicos, esto se debe a que esta especie
es ampliamente usada en la medicina tradicional. Del tronco y la corteza de E. polystachya
se han aislado e identificado distintos compuestos, entre ellos encontramos a los flavonoides
(3S)-7-hidroxi-2",3",4",5",8-pentametoxiisoflavona, (3S)-3’,7-dihidroxi-2",4",5",8-
tetrametoxiisoflavona, estimasterol, cuneatina (Alvarez et al., 1998), 7-hidroxi-2,4,5-
trimetoxiisoflavona, 7-hidroxi-4-metoxiisoflavona (Pérez et al., 2002), (aR)-0,3,4,2",4"-
pentahidroxidihidrochalcona, (aR)-3"-C-B-D-xilopiranosil-a,3,4,2",4"-
pentadihidroxidihidrochalcona, (aR)-3"-O-B-xilopiranosil-a,3,4,2",4"-
pentahidroxidihidrochalcona (Alvarez y Delgado, 1999), 3'-C-B-glucopiranosil-0,2,4",4-
tetrahidroxichalcona (Coatlina A) y 3-C-B-D-glucopiranosil-a,3,4,2",4"-
pentadihidroxidihidrochalcona (Coatlina B) (Beltrami et al., 1982. Alvarez y Delgado,
1999).

1.3.3 Chalconas.

Las Chalconas son productos naturales, llamados flavonoides menores. En este grupo se
encuentran clasificados 5 tipos de chalconas, dentro de las cuales encontramos a las 2"-OH-
dihidrochalconas (Grotewold, 2006). Dentro de las 2'-OH-dihidrochalconas se encuentra la
Coatlina B (3-C-B-D-glucopiranosil-a,3,4,2",4"-pentadihidroxidihidrochalcona) (Beltrami et
al., 1982; Alvarez y Delgado, 1999) .
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1.3.4 Descomposicion de Coatlina B a Matlalina.

La Coatlina B fue reportada con actividad insecticida (Alvarez y Delgado, 1999), La Coatlina
B es un flavonoide que a temperatura ambiente, en agua ligeramente alcalina (pH~7.5) y en
presencia de Oxigeno sufre una reaccion irreversible, transformdndose en un flavonoide
llamado Matlalina (figura 10), el cual presenta una fluorescencia azul muy caracteristica a
365 nm. La Matlalina es el compuesto responsable de uno de los nombre comunes que recibe
la E. polystachya “palo azul”, debido a que al colocar la madera de esta planta en agua, se

forma un extracto con tonalidad azulada (Acuia ef al., 2009).
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Figura 10. Conversion de Coatlina a Matlalina (Tomada de Acuiia ef al 2009).
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2 Justificacion.

R. (B.) microplus es la especie de mayor importancia en el &mbito veterinario por su impacto
en la salud bovina (Cortés et al., 2010). El control de R. (B.) microplus se basa principalmente
en el uso de productos quimicos (ixodicidas), los cuales durante mucho tiempo han sido una
alternativa para el control de la garrapata (Rodriguez et al., 2014; Rodriguez et al., 2010 a;
Rodriguez et al., 2012; Bravo et al., 2008). Sin embargo, el uso inadecuado de estos
productos con altas tasas de aplicacion, preparacion incorrecta y el uso de mezclas
inapropiadas (Diaz y Vallejo, 2013), ha propiciado la aparicion de garrapatas resistentes a las
principales familias de ixodicidas (Rodriguez et al., 2014), dando como resultado una

eficacia acaricida limitada en la reduccion de infestaciones (Dominguez et al., 2010),

En México la resistencia a los acaricidas se encuentra ampliamente distribuida (Rosado et
al., 2010 a; Temeyer et al., 2012). Debido a que la resistencia a ixodicidas es un problema
creciente que necesita ser atendido es necesario que se disefien nuevas estrategias de control
basadas en el uso de nuevas moléculas quimicas, pero también es necesario que se
implementen y desarrollen alternativas de control que incluyan compuestos bioactivos de
plantas (Fernandez ef al., 2012 b), asi como el uso extractos de plantas (Rodriguez et al.,
2014), tal es el caso de Eysenhardtia polystachya (Leguminosae) (Alcala ef al., 2015). En
respuesta a esta problematica, se ha despertado el interés por investigar la presencia de
principios farmacoldgicos en aquellas plantas, que por tradicion popular; son reconocidas en
estudios de etnobotanica como antiparasitarias (Rodriguez et al., 2010 b). Asimismo, varios
investigadores han evaluado sustancias de origen vegetal y han encontrado actividad
importante en el control de algunas de las especies de importancia pecuaria (Alvarez ef al.,
2007). Los flavonoides son citotoxicos e interactian con enzimas, influyendo en el
comportamiento, crecimiento y desarrollo de los insectos (Mierziak et al., 2014: Rashid et
al., 2012). Estos compuestos pueden ser considerados como posibles candidatos para el
control alternativo de las garrapatas, reduciendo asi la dependencia hacia los acaricidas
comerciales (Fernandez et al., 2011).

Los acaricidas que estan hechos de compuestos de plantas presentan una baja toxicidad hacia
los mamiferos (ganado), son solubles en agua, no producen efectos residuales, por lo que no
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dafian el medio ambiente. Ademas éstos acaricidas tienen una baja incidencia en el desarrollo

de cepas resistentes (Rosado et al., 2010 a).

3 Hipotesis.

Ho: El extracto acuoso de Eysenhardtia polystachya (Leguminosae), las Coatlinas y las
Matlalinas no tendran efecto ixodicida sobre una cepa de larvas de Rhipicephalus

(Boophilus) microplus (Acari: Ixodidae), resistente a Amitraz, en condiciones in vitro.

Ha: El extracto acuoso de Eysenhardtia polystachya (Leguminosae), las Coatlinas y las
Matlalinas tendran efecto ixodicida sobre una cepa de larvas de Rhipicephalus (Boophilus)

microplus (Acari: Ixodidae), resistente a Amitraz, en condiciones in vitro.

4 Objetivos.

4.1 General.

- Evaluar in vitro el efecto ixodicida del extracto acuoso de Eysenhardtia
poystachya (Leguminosae), Coatlinas y Matlalinas, en una cepa de larvas de

Rhipicephalus (Boophilus) microplus, resistente a Amitraz.

4.2 Particulares.

- Comparar el efecto ixodicida del extracto acuoso de Eysenhardtia polystachya
(Leguminosae), respecto a un ixodicida comercial que contiene Cipermetrina.
- Comparar el efecto ixodicida de las Matlalinas, respecto a un ixodicida comercial

que contiene Cipermetrina.
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S5 Material bioldgico.

5.1 Vegetal.

La madera de E. polystachya que se utilizd, se encuentra almacenada en el laboratorio de
Fisiologia y Farmacologia de la FMVZ-UNAM, fue colectada en el campus de Ciudad
Universitaria (Latitud 19°18°30"'N Longitud 99°1028"W) el dia 22 de enero del 2015 por
la Dra. Lilia Gutiérrez Olvera, del Departamento de Fisiologia y Farmacologia del FMVZ-
UNAM e identificada por el M. en C. Ramiro Cruz Duran. El ejemplar se depositd en el
Herbario de la Facultad de Ciencias de la UNAM con el vaucher 151962.

El extracto acuoso de E. polystachya (EAPA), las Coatlinas y las Matlalinas fueron
proporcionadas por el Dr. Fausto Rivero Cruz, y las obtuvo siguiendo la metodologia de
Acufia (2009), su estructura se determind por Resonancia Magnética Nuclear (RMN) en la
Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion (USAI) en el edificio B de la Facultad de

Quimica

El extracto acuoso de E. polystachya, las Coatlinas y Matlalinas se mantuvieron en viales y
en refrigeracion a -4 °C, hasta su posterior evaluacion ixodicida, mediante la Prueba de

Paquete larvario.

5.2 Animal.

La cepa de larvas de entre 14 y 21 dias de edad de R. (B.) microplus fue proporcionada por
el Departamento de Parasitologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
UNAM, la cual habia sido caracterizada en el 2008 por el Centro Nacional de Servicios de
Constatacion en Salud Animal de la SAGARPA (CENAPA) como resistente a Amitraz. Esta
cepa se ha mantenido bajo condiciones controladas de bioseguridad en el laboratorio de
Parasitologia e infestaderos del CEPIPSA de la FMVZ de la UNAM, ubicado en Topilejo,

D.F. Las larvas se mantuvieron en condiciones de temperatura, 27.28°C y 80-90% de
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humedad relativa, en una estufa entomologica marca Binder, hasta su posterior utilizacion

para el bioensayo.

Metodologia.

6.1 Evaluacion in vitro de los compuestos mediante la Prueba de paquete
larvario (PPL).

Se desarroll6 la metodologia de la prueba del paquete larvario descrita por Stone y Haydocky
(1962) estandarizada por la FAO (Cuore y Solari, 2014). Esta técnica consiste en la
exposicion de larvas de edad conocida (14-21 dias) en papeles filtro impregnados con
distintas concentraciones de los quimicos a evaluar, con el objetivo de obtener porcentajes
de mortalidad del orden de 0 a 100 en un lapso de 24 horas. Los bioensayos para esta prueba
se realizan en condiciones de temperatura a 27.28°C y a 80-90% de humedad relativa (Stone
et al., 1962), en general se realiza por cada dosis un minimo de tres replicas con 100 larvas,

analizandose los resultados por ANOVA y metodologia Probit (Gonzélez et al., 2012).

El extracto acuoso de Palo Azul (EAPA), los flavonoides Coatlinas y Matlalinas se
obtuvieron de acuerdo con la metodologia de Acufia (2009) y fueron proporcionados por el
Dr. Fausto Rivero Cruz, su actividad ixodicida fue evaluada mediante la prueba de paquete
de paquete larvario (PPL) descrita por Stone y Haydocky (1962) estandarizada por la FAO
(Cuore y Solari, 2014).

Como testigo positivo se utilizo Cipermetrina, debido a que las garrapatas eran resistentes a

Amitraz; como testigo negativo se utilizé el vehiculo el cual estd compuesto por aceite de

oliva y Tricloroetileno.
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6.2 Preparacion de la concentracion inicial o solucion madre de los
compuestos experimentales.

Como vehiculo sé utilizo la mezcla de aceite de oliva y Tricloroetileno, una parte de aceite
de oliva por dos partes de Tricloroetileno, de acuerdo con Stone y Haydock (Stone y
Haydock, 1962; Castro et al., 2012). Es decir 60 ml de aceite de olivo por 120 ml de

Tricloroetileno

La solucion madre se prepar6 al 1% en una probeta de 25 ml con 0.0842 g de cada uno de

los compuestos experimentales.

Para conocer los gramos de principio activo necesarios para preparar la solucion madre se

empled la siguiente formula (Prado, 2013):

(%Cl) (100%)

g de producto = 3 )hCFT)

%Cl= Concentracion (%) que se desea obtener.

f= valor fraccionario que se asigna al volumen que se desea preparar.

(3)= constante, valor fraccionario del aceite de oliva en la mezcla, considerando que el
Tricloroetileno se evapora.

% CFT= Porcentaje de concentracion de la forma técnica del quimico a utilizar.

- Preparacion de diluciones.

Preparacion de dosis discriminantes en una probeta de 25 ml para la solucion madre y

posteriormente en probetas de 10 ml (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Preparacion de las diluciones seriales.

Dilucion Identificacion
1% A 9.8 ml solucién madre + 0.2 ml vehiculo
0.5% B 5 ml solucién A + 5 ml vehiculo
0.25% C 5 ml solucién B + 5 ml vehiculo
0.125% D 5 ml solucién C + 5 ml vehiculo
0.0625% E 5 ml solucién D + 5 ml vehiculo

Para la Cipermetrina se utilizé la concentracion recomendada, ya que es un producto comercial (Alfadex,

Novartis).

6.3 Armado de paquetes.

Los paquetes de larvas se armaron doblando los rectangulos de papel filtro 7.5 x 8.5 marca
Wathman por la mitad los cuales se sujetaron por los extremos con prensapapeles,
posteriormente fueron etiquetados de acuerdo con el nombre del compuesto experimental

utilizado y el numero de de la dilucion correspondiente.

6.4 Impregnacion de papeles filtro.

Los papeles se impregnaron con las diluciones de los compuestos experimentales a evaluar
y se realizaron 3 repeticiones por cada dilucion con sus correspondientes testigos negativos.
La impregnacion se realizo con la ayuda de una micropipeta con capacidad de 1000 pl y se
emplearon 670ul de la dilucién correspondiente por papel filtro (Cuadro 2). El control (-) se
impregnd con 670 ul de vehiculo (aceite de oliva y tricloroetileno), cabe mencionar que el
control negativo no se someti6 a diluciones seriales, porque al vehiculo no se le adiciono

ningn compuesto experimental.
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Cuadro 2. ul aplicados a cada papel filtro, por cada una de las diluciones con los compuestos

experimentales a evaluar.

1% 0.5% 0.25% 0.125% 0.0625%

EAPA 670 ul 670 ul 670 ul 670 ul 670 ul
Coatlina 670 ul 670 ul 670 ul 670 ul 670 ul
Matlalina 670 ul 670 ul 670 pul 670 pul 670 pul

Cipermetrina (C +) 670 ul 670 ul 670 pul 670 pul 670 pul

Una vez impregnados los papeles se sujetaron con prensapapeles y se colocaron en una rejilla.
Se dejaron secar por 24 horas con la finalidad de que evaporara el Tricloroetileno y en la

superficie del papel quedara sélo el aceite de oliva y el compuesto experimental a evaluar.

6.5 Llenado de Paquetes.

Para llenar los paquetes larvarios se armoé una “trampa”, la cual consistid en poner en una
charola de plastico con agua y detergente en polvo. Al centro de la charola se coloc6 una
caja Petri con el fondo hacia arriba, un vaso de precipitados que contenia una aguja de

diseccién y un pincel, y el vial que contenia las larvas.

El objetivo de la trampa era que si una larva escapara accidentalmente, esta quedara atrapada
en la solucion jabonosa, esto con la finalidad de no tener dispersion de larvas de garrapatas

en el laboratorio.

Para esta técnica se utilizaron larvas de 14 a 21 dias de edad. El llenado de paquetes se realizo
colocando cada paquete impregnado con el compuesto sobre la caja Petri y con la ayuda del
pincel y la aguja de diseccion se tomaron del vial o frasco aproximadamente 100 larvas y se

dejaron caer dentro del paquete, posteriormente se cerrd con un prensapapeles.
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6.6 Incubacion.

Los paquetes larvarios se colocaron en una charola y se introdujeron en una incubadora
entomoldgica marca Binder, donde permanecieron 24 horas a una temperatura de 27-28 °C
con un rango de 80% a 90% de humedad relativa. Las larvas que fueron utilizadas como
testigo se incubaron por separado de aquellas que fueron expuestas al ixodicida y a los

compuestos evaluados.

Analisis de datos.

El experimento se analizd6 empleando un disefio de un solo factor, con 5 grupos. La
mortalidad fue comparada entre los grupos a través de un andlisis de varianza (ANOVA de
una via), obteniendo diferencias significativas entre las medias de los tratamientos, con una
significancia < a 0.05, por lo que se procedio a realizar un analisis de comparacién multiple,
empleando la prueba de Tukey, utilizando el programa SPSS, version 21 del 2012. La

significancia estadistica se definié como p<0.05.

Los datos de mortalidad obtenidos por medio de la técnica de Stone y Haydock se analizaron
por medio de la metodologia Probit (LeOra Software, Polo-Plus) con el que se determind la
concentracion letal (CLso) del extracto acuoso del palo azul, Coatlinas y Matlalinas con un

limite de confianza del 95%.
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8 Resultados.

Transcurrido el tiempo de incubacidn se contaron las larvas de los paquetes tratados asi como
de los paquetes testigo. Las larvas sobrevivientes fueron capturadas con cinta adhesiva y se
contabilizaron tanto vivas como muertas. Todas las larvas con capacidad de caminar o
deslizarse se consideraron como vivas. Posteriormente se calcularon porcentajes de
mortalidad por dilucioén asi como para cada una de sus réplicas, las cuales se muestran en la

Tablal.

DILUCION | IDENTIFICACION | EAPA | COATL | MATL | CIPER | VEHICULO
1.0% Al 95 6 99 100 0
1.0% A2 94 6 99 100 0
1.0% A3 90 5 98 100 0
0.5% B1 87 4 93 100 0
0.5% B2 83 2 86 100 0
0.5% B3 85 4 84 100 0

0.25% Cl1 65 1 89 100 0
0.25% C2 56 2 86 100 0
0.25% C3 48 1 84 100 0
0.125% DI 47 1 86 100 0
0.125% D2 52 1 74 100 0
0.125% D3 46 0 82 100 0
0.0625% El 41 0 77 100 0
0.0625% E2 39 0 67 100 0
0.0625% E3 38 0 45 100 0

Tabla 1. Porcentajes de mortalidad producida por el extracto acuoso de Palo Azul (EAPA),
Coatlinas (COATL) y Matlalinas (MATL). Cada dato representa el porcentaje de cada una
de las tres repeticiones de la Técnica de Stone y Haydock. Se muestra la mortalidad obtenida

con el testigo (+) Cipermetrina (CIPER) y el testigo (-) Vehiculo.
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Los resultados obtenidos con EAPA y Matlalinas, sobre larvas de R. (B.) microplus, mediante
la Prueba de Paquete Larvario, arrojan mortalidades elevadas que van desde el 38% en su
dilucion mas baja (0.0625%) hasta el 95% en su dilucion mas alta (1%); mientras que las
Matlalinas presentan un 45% en su dilucion mas baja (0.0625%) y un 99% en su dilucion
mas alta (1%), estas mortalidades son muy contrastantes respecto a las que exhiben las
Coatlinas, por lo que éstas evidencian un eficacia ixodicida nula al presentar mortalidades

muy bajas con respecto al EAPA y a las Matlalinas (Tablal).

El extracto acuoso de Palo Azul tuvo una eficacia maxima de 93% con la dilucién mas
elevada (1%). Mientras que las Coatlinas, no presentaron eficacia acaricida sobre larvas de
R. (B.) microplus ya que en la dilucion mas elevada (1%) se obtuvo una mortalidad promedio

del 5.67% (cuadro 3 y 4).

Cuadro 3. Porcentaje de mortalidad de larvas de R. (B.) microplus producida por el extracto
acuoso de Palo Azul en 24 horas. Cada dato representa la media de tres repeticiones de la

Prueba de Paquete Larvario, asi como sus respectivos grupos testigos.

% de mortalidad de larvas de R. (B.) microplus con Extracto de Palo Azul en 24 horas

Testigo Testigo
Dilucion 0.0625 0.125 0.25 0.5 1.0 +) )
%. 39.33 48.33 56.63 85.32 93 100 0
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Cuadro 4. Porcentaje de mortalidad de larvas de R. (B.) microplus producida por las Coatlinas
en 24 horas. Cada dato representa la media de tres repeticiones de la Prueba de Paquete

Larvario, asi como sus respectivos grupos testigos.

% de mortalidad de larvas de R. (B.) microplus con Coatlinas en 24 horas.

Testigo Testigo
Dilucion 0.0625 0.125 0.25 0.5 1.0 +) )
%. 0 0.67 1.33 3.33 5.67 100 0

La mortalidad obtenida en 24 horas con las Matlalinas fue muy elevada respecto al extracto
acuoso de Palo Azul y las Coatlinas, con la dilucién mas baja (0.0625%) se obtuvo una

mortalidad promedio de 63% y con la mas elevada (1%) una mortalidad promedio de 98.67

% (Cuadro 5).

Cuadro 5. Porcentaje de mortalidad de larvas de R. (B.) microplus producida por las
Matlalinas en 24 horas. Cada dato representa la media de tres repeticiones de la Prueba de

Paquete Larvario, asi como sus respectivos grupos testigos.

% de mortalidad de larvas de R. (B.) microplus con Matlalinas en 24 horas

Testigo Testigo
Dilucion 0.0625 0.125 0.25 0.5 1.0 ) ®)
%. 63 80.67 86.33 87.67 98.67 100 0

Como consecuencia de la mortalidad obtenida, se realiz6 un ANOVA vy las diferencias
estadisticamente significativas p <0.05, se determinaron mediante la prueba de Tukey. Se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre los compuestos
utilizados en la prueba de paquete larvario. A las 24 horas con el extracto de palo azul

(EAPA) se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) de la dilucion
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al 0.0625% respecto a las diluciones al 0.25%, 0.5% y 1%; de la dilucion al 0.125% respecto
a las diluciones al 0.5% y 1%; de la dilucion al 0.25% respecto a la diluciones al 0.0625%,
0.5% y 1%; y de las diluciones al 0.5% y 1% respecto a las diluciones al 0.0625%, 0.125%
y 0.25%. A las 24 horas con las Coatlinas se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p< 0.05) de la dilucién al 0.5% respecto a las diluciones al 0.0625%, 0.125%,
0.25% y 1%; de la dilucion al 1% respecto a las diluciones al 0.0625%, 0.125%, 0.25 y 0.5%.
A las 24 horas con Matlalinas se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<
0.05) de la dilucion al 0.0625% respecto a las diluciones al 0.25%, 0.5% y 1%. Sus medias y
sus errores estandar se muestran en los cuadros 6, 7 y 8, y su representacion grafica en la

figura 11.

100 -

a0 -

80 -

70 ¢

60 - | 0.0625%

m0.125%
50 -+
m0.25%
m0.5%

B 1.0%

40 -

20 +—

Porcentaje de mortalidadd en larvas de R. (B.) microplus

10 —

EPA COATLINAS ~ MATLALINAS CIPERMETRINA  VEHICULO

Figura 11. Porcentaje de mortalidad en larvas de R. (B.) microplus en 24 horas. Cada barra
representa la media de los datos obtenidos de tres repeticiones de la Prueba de Paquete

Larvario.
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Cuadro 6. Promedio del porcentaje de larvas muertas de R. (B.) microplus, con extracto

acuoso de palo azul a las 24 horas con la Prueba de Paquete Larvario.

Dilucion de Extracto Media+E.E.
acuoso de palo azul
0.0625 39.33+0.882 *
0.125 48.33 +1.856%
0.25 56.33+4.750 °
0.5 85.32+1.151°¢
1.0 93.00+1.633 ¢

Literales diferentes indican diferencias significativas (p< 0.05)

Cuadro 7. Promedio del porcentaje de larvas muertas de R. (B.) microplus, con Coatlinas a

las 24 horas con la Prueba de Paquete Larvario.

Dilucién con Coatlinas Media+E.E.
0.0625 0.00+0.000 *

0.125 0.67+0.333 2

0.25 1.33+0.333

0.5 3.33+0.667 °

1.0 5.67+0.333 ¢

Literales diferentes indican diferencias significativas (p< 0.05)
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Cuadro 8. Promedio del porcentaje de larvas muertas de R. (B.) microplus, con Matlalinas

a las 24 horas con la Prueba de Paquete Larvario.

Dilucién con Media+ E.E.
Matlalinas
0.0625 63.00+£16.371 2
0.125 80.67+6.110
0.25 86.33+2.517°
0.5 87.67+4.726 ®
1.0 98.67+0.577°

Literales diferentes indican diferencias significativas (p< 0.05)

Se analizaron los datos de mortalidad en larvas de R. (B.) microplus de la cepa resistente a
Amitraz mediante el andlisis Probit y se determind la CLso del extracto acuoso de Palo Azul,
Coatlinas y Matlalinas (cuadro 9). La CLso mas baja fue exhibida por las Matlalinas, ya que

mostro una CLso de 630.28 con un limite de confianza de95%.

Cuadro 9. Concentraciones letales (CLsoy de extracto acuoso de Palo Azul, Coatlinas y

Matlalinas sobre larvas de Rhipicephalus (B.) microplus. Datos obtenidos del analisis Probit.

Compuesto Pendiente + R? CLso 95% limite de
E.E. confianza
EAPA 1.98+0.122  0.92 1608.32¢% 1528.57-1708.07
COATLINAS 2.08+0.386  0.93 3173.71% 3015.34-3351.56
MATLALINAS 3.61£0.425 0091 630.28" 597.62-667.29

Literales diferentes indican diferencias significativas (p< 0.05).
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9 Discusion.

De acuerdo a los resultados obtenidos con EAPA sobre larvas de R. (B.) microplus, mediante
la Prueba de Paquete Larvario, arrojan eficacias del 38% y 99%, en su dilucién més baja asi
como en la mas elevada (0.0625%) y (1%) respectivamente (Tabla 1). El EAPA demostr6
una mortalidad promedio del 93%, con la dilucion mas elevada (1%) con una diferencia
significativa p<0.05 (cuadro 6). Lo anterior concuerda con el estudio realizado por Alcaléa
(2015), quienes evaluaron la infusion simple de palo azul E. polystachya (Leguminosae)
sobre larvas de R. (B.) microplus, en donde se obtuvo una eficacia significativa del 94.82%,
in vitro. Esto probablemente se debe a que la infusion simple de palo azul como el EAPA
contiene un gran nimero de flavonoides, entre ellos las Matlalinas, ya que de acuerdo a
Alcala (2015), la actividad ixodicida estd relacionada con el color azul, el cual es

caracteristico de la infusion simple (Acuiia et al., 2009; Alvarez et al., 1998).

Alvarez y Delgado (1999), reportaron actividad insecticida con Coatlina B sobre larvas de
Epilachna varivestis, pero en éste bioensayo las Coatlinas no presentan actividad ixodicida,
ya que en la dilucion mas alta (1%) presentan una mortalidad promedio de 5.67%, con una
significancia p<0.05 (Cuadro7). Tal vez el vehiculo utilizado (Aceite de oliva y
tricloroetileno) no fue el adecuado para éste flavonoide, ya que el hecho de que se utilice el
mismo vehiculo, éste no asegura el mismo comportamiento farmaco-cinético (FAO, 2003)
en comparaciéon con la Matlalina, lo cual se ve reflejado en las mortalidades tan bajas

obtenidas.

Las Matlalinas demostraron ser altamente eficaces contra larvas de la cepa de R. (B.)
microplus resistente a Amitraz, ya que en las diluciones 0.25%,0.5% y 1%, mostraron
mortalidades promedio que van desde 86.33%, 87.67% hasta 98.67% respectivamente, con
diferencias significativas p<0.05, respecto a la dilucién 0.0625% y 0.125% las cuales no
muestran diferencias significativas de acuerdo a la Prueba de Tukey (cuadro 8), lo cual
evidencio que la eficacia fue inversamente proporcional a la dilucion de la Matlalina, ya que

entre mas diluida se encontraba la Matlalina, menor era el porcentaje de mortalidad,
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posiblemente por la relacion dosis-respuesta en la cual la mayor concentracion de

compuestos quimicos logra un efecto insecticida mas notorio (Rodriguez et al., 2010 b).

Al comparar el porcentaje de mortalidades promedio de los tres tratamientos sobre larvas de
R. (B.) microplus susceptibles a Amitraz, el EAPA y las Matlalinas muestran un
comportamiento similar (Figura 11). El hecho de que las Matlalinas hayan presentado una
mortalidad muy elevada resulta de alguna manera predecible, ya que ésta es la responsable
del color azul en la infusion de palo azul (Acufia ef al., 2009; Alvarez et al., 1998), lo cual
confirma el conocimiento popular de que las infusiones de palo azul funcionan mejor cuando

el color azul es mas visible (Alcala et al., 2015).

Los tres tratamientos utilizados evidenciaron tener un efecto tdéxico en menor o mayor
concentracion sobre larvas de R. (B.) microplus. En el analisis Probit, el tratamiento con las
Matlalinas arrojo una CLso menor, con un cociente de 630.28. Lo que indica que para que
se considere eficaz al compuesto evaluado, éste deberd de presentar un cociente menor, por
lo que entre mas pequefio sea éste resulta ser mas eficaz (Flores et al., 2007), lo cual
demuestra una alta toxicidad de las Matlalinas sobre larvas de R. (B.) microplus con un limite
de confianza del 95%; respecto al extracto acuoso de palo azul y a la Coatlina, ya que
practicamente no hubo diferencias en sus CLso de ambos tratamientos y de manera conjunta
mostraron concentraciones letales (CLso) muy elevadas 1608.32 y 3173.71 respectivamente,
con un limite de confianza del 95% (cuadro 9). Si bien la CLso mas baja es presentada por la
Matlalinas, por lo tanto es necesario que se identifique el mecanismo de accidon de las mismas,
en futuros estudios, ya que si consideramos que el costo y desarrollo de un nuevo ixodicida
requiere una inversion de 300 millones de ddlares y que ademads éste proceso puede tardar
mas de 10 anos y si a ésta problematica se le adhiere la resistencia genética (Cuore y Solari,
2014), resulta un problema muy costoso en donde la Matlalina podria ayudar a ésta
problematica incorporandose como un posible nuevo ixodicida, ya que el éxito de algunos
acaricidas experimentales obtenidos a partir de extractos naturales ha llevado a la
investigacion de compuestos fitoquimicos activos que podrian tener eficacia ixodicida contra

garrapatas (Ibarra et al., 2015).
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Considerando que los resultados aqui obtenidos son alentadores, es razonable sugerir que se
hagan trabajos adicionales para que se complete la definicion de la estructura quimica, en
particular de la Matlalina involucrada en el efecto ixodicida, asi como el mecanismo de

accion de la Matlalina sobre larvas de R. (B.) microplus

Conclusion.

Se han aislado y reportado distintos compuestos del tronco de E. polystachya
(Leguminosae); con respecto a la Matlalina, se desconocia su actividad ixodicida contra
larvas de R. (B.) microplus. En el presente estudio las Matlalinas presentan una CLso 630.28,
la cual es relativamente baja en comparacion con Coatlinas (CLso3173.71) y EAPA (CLso
1608.32) (Cuadro 9). Pero si se le compara con una cepa de R. (B.) microplus, susceptible
a Cipermetrina la cual presenta una CLso de 0.0123 (Mendes et al., 2007) o con una cepa
susceptible a Amitraz que presenta una CLso de 0.001 (Rosado ef al., 2008 b), resulta una
CLso muy elevada, pero hay que tomar en cuenta que tanto la Cipermetrina y el Amitraz son
productos comerciales, en los cuales se tiene identificado el mecanismo de accion ademas de

que cuentan con un vehiculo adecuado que permite la penetracion de los mismos.

La eficacia ixodicida obtenida con las Matlalinas y el EAPA, pone de manifiesto el posible
uso potencial de esta planta como biopesticida con una alternativa econdémica y
ambientalmente sustentable. Sin embargo, es necesario evaluar su eficacia ixodicida contra

garrapatas adultas y bajo condiciones in vivo.
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Anexos.

11.1 Pruebas post hoc.

Comparaciones multiples

HSD de Tukey
Variable (D J) Diferencia | Error Sig. | Intervalo de confianza al
dependiente CONCENTRAC CONCENTRAC | de medias | tipico 95%
ION ION (1) Limite | Limite
inferior superior
2 -9,000 3,515 ,152 -20,57 2,57
| 3 -17,297" 3,515 ,004 -28,86 -5,73
4 -45,990" 3,515 ,000 -57,56 -34,42
5 -53,667" 3,515,000 -65,23 -42,10
1 9,000 3,515 ,152 -2,57 20,57
5 3 -8,297 3,515 ,203 -19,86 3,27
4 -36,990° 3,515 ,000 -48,56 -25,42
5 -44,667" 3,515 ,000 -56,23 -33,10
1 17,297 3,515 ,004 5,73 28,86
EXTRACTODEPA 3 2 8,297 3,515 ,203 -3,27 19,86
LOAZUL 4 -28,693" 3,515 ,000 -40,26 -17,13
5 -36,370° 3,515 ,000 -47,94 -24.80
1 45,990" 3,515 ,000 34,42 57,56
4 2 36,990 3,515 ,000 25,42 48,56
3 28,693 3,515 ,000 17,13 40,26
5 -7,677 3,515 ,260 -19,24 3,89
1 53,667 3,515 ,000 42,10 65,23
5 2 44,667 3,515 ,000 33,10 56,23
3 36,370 3,515 ,000 24,80 47,94
4 7,677 3,515 ,260 -3,89 19,24
2 -,667 ,558 , 754 -2,50 1,17
1 3 -1,333 ,558 ,195 -3,17 ,50
4 -3,3337 558 001 -5,17 -1,50
COATLINAS 5 -5:667* :558 :000 -7:50 -3:83
) 1 ,667 ,558 , 7154 -1,17 2,50
3 -,667 ,558 , 754 -2,50 1,17

52




MATLALINAS

B W N —~ W W NN~ R NN~ DR W= R WD DR WN AR, UMW~ WO N~ OGN

2,667
-5,000"
1,333
,667
-2,000"
-4,333"
3,3337
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-2,333"
5,667
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4,333"
2,333"
-17,667
-23,333"
24,667
-35,667"
17,667
-5,667
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23,333
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-1,333
-12,333
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1,333
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12,333
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,558
,558
,558
,558
,558
,558
,558
,558
,558
,558
,558
,558
,558
,558
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6,677
6,677
6,677
6,677
6,677
6,677
6,677
6,677
6,677
6,677
6,677
6,677
6,677
6,677
6,677
6,677
6,677
6,677

,005
,000
,195
, 754
,032
,000
,001
,005
,032
,013
,000
,000
,000
,013
,134

,036
,027
,002
134
,909
828
125
,036
,909
1,000
401
027
828
1,000
,503
,002
125
401
,503

-83
3,16
3,17
2,50
.16
2,50
5,17
4,50
3,84
-,50
7,50
6,34
6,17
4,17
431
-1,36
-2,69
-13,69
39,64
16,31
14,97
3,97
4531
27,64
20,64
9,64
46,64
28,97
23,31
10,97
57,64
39,97
34,31
32,97
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