.~ EDUCACION = &% e,

: SECRETARIA DE EDUCACION PUBLICA

TECNOLOGICO NACIONAL DE MEXICO
INSTITUTO TECNOLOGICO DE CONKAL

EXTRACTOS ETANOLICOS PARA EL CONTROL DE
Rhipicephalus microplus EN BOVINOS CRIOLLOS DE
NUNKINI

TESIS

Que presenta:

Leysver de la Rosa Cancino

Como requisito parcial para obtener el grado de:

Maestro en Ciencias en Produccion Pecuaria Tropical

Director de tesis:

Dr. Angel Trinidad Pifieiro Vazquez

Conkal, Yucatan, México
Febrero, 2022




TECNOLOGICO
NACIONAL DE MEXICO.

EDUCACION

Instituto Tecnolégico de Conkal

Conkal, Yucatan, a 25 febrero de 2022.

El comité de tesis del candidato a grado: Leysver de la Rosa Cancino, constituido por los
CC. Dr. Angel Trinidad Pifieiro Vazquez, Dr. Victor Hugo Severino Lendechy, Dr. Angel
Carmelo Sierra Vasquez y Dra. Daniela Sarai Rico Costilla, habiéndose reunido con el
fin de evaluar el contenido tedrico-metodologico y de verificar la estructura y formato de la
tesis titulada: Extractos etanodlicos para el control de Rhipicephalus microplus en
bovinos criollos de Nunkini, que presenta como requisito parcial para obtener el grado
de Maestro en Ciencias en Produccién Pecuaria Tropical, segun lo establece el Capitulo 2,
inciso 2.13.3, de los Lineamientos para la Operacién de los Estudios de Posgrado en el
Sistema Nacional de Institutos Tecnolédgicos, dictaminaron su aprobacion para que pueda

ser presentada en el examen de grado correspondiente.

ATENTAMENTE
Dr. Angel Trinidad Pifieiro Vazquez Dr. Victor Hugo Severino Lendechy
Director de Tesis Codirector de Tesis
e
Dr. Angel Carmelo Sierra Vasquez Dra. Daniela Sarai Rico Costilla

) Asesor de Tesis
Asesor de Tesis



TECNOLOGICO
NACIONAL DE MEXICO.

EDUCACION

Instituto Tecnolégico de Conkal

Conkal, Yucatan, México a 25 de febrero de 2022.

DECLARATORIA DE PROPIEDAD

Declaro que la informacion contenida en las secciones de materiales y métodos, resultados
y discusion de este documento, es producto del trabajo de investigacion realizado durante
mi estudio de posgrado y con base en los términos de la Ley Federal del Derecho de Autor
y la Ley de la Propiedad Industrial le pertenece patrimonialmente al Instituto Tecnoldgico
de Conkal. En virtud de lo manifestado reconozco que los productos intelectuales o
desarrollos tecnologicos que se deriven de lo correspondiente a dicha informacién son

propiedad de la citada institucion educativa.

Leysver de la Rosa Cancino



INDICE GENERAL

RESUIMEN ...ttt h e e b e e b e e e e e e st e e e e e e e anne e e anneas Y
ADSEFACT ... vi
CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL ......ccotiieieieie sttt 1
1.1 INEFOTUCCION. ...ttt bbbttt bbbt n et 1
A N 1 C=Tol o [T 0] (= ST PSRR 4
1.2.1. Generalidades de Rhipicephalus microplus............cccooveveiieiieie i, 4
1.2.1.1 Distribucion en México de la garrapata de los géneros Boophilus..................... 4
1.2.1.2 Importancia econémica de Rhipicephalus microplus en sistemas de produccion
001713V SRS 6
1.2.2 Ciclo bioldgico de la garrapata Rhipicephalus microplus .............ccccvveveeiieiieennenn, 6
1.2.2.1 Dindmica poblacional de Rhipicephalus microplus............ccccooviiineiiicnennnenn 7
1.2.3 Control quimico de garrapatas Rhipicephalus microplus..............ccccoevviiieieennnnn, 9
1.2.3.1 Métodos alternativos de CONIOL...........cccvvevieiiereiiii e 10
1.2.4 Plantas y arbustos forrajeros como plaguicidas botanicos ............cccccccevevviienen, 11
1.2.5. MetabolitoS SECUNUAITOS .....eeiviiuieiieiieiesiieie et te et sre e sneenneas 12
1.2.6 L0s bovinos Criollos €N MEXICO........cccuiiiierieieie et 13
1.2.7 Unidades de produccion con ganado criollo de Nunkini............ccccoooeoivieinnnnn, 13
L3 HIPOIESIS ...ttt ettt et e e et e e e b e e e s aeesreen e ra e aeeteanaenre s 15
1.4 ODJELIVO GENETAL ...t bbbt 15
1.4.1. ODbjetivos 8SPECITICOS .......iiiiiiicieiicce et 15
1.5 Procedimiento experimental............ccooiiiiiiiie e 16
1.5.1 Diagrama del procedimi€nto............ccviiiiieiiiie e 16
1.6 LItEratura CITA0A. .......cocveieeiesieee et ee et e e ste e e snaesneeneeeneenrees 17
CAPITULO 1. e e 23
ACTIVIDAD ACARICIDA DE EXTRACTOS ETANOLICOS SOBRE Rhipicephalus
microplus EN CONDICIONES IN VITRO ......cccoiiiiiieieie st 23
RESUIMEIN L.ttt s e e st e e ebb e e e ebb e e s nbb e e snbeeeanneeeas 23
A N 41 1 - Uo! USSR SRURSS 24
LITEratura CITAGA. ... .eveeeeeiieeee et ettt be e e 25
(@Y o I U 0 PSSR 31
EFICACIA DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS DE TRES ESPECIES VEGETALES
SOBRE Rhipicephalus microplus EN CAMPECHE, MEXICO. .......ccccccovveiviiniieie e 31
3.1 RESUIMBN ..ttt ettt be et e ke e e mb e e e bt e et e e beeent e e nneeaneas 31
B2 ADSITACT ...t 32

e I L =T L (0T W 1= Lo - T 33



Resumen

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto ixodicida de extractos etandlicos para el
control de garrapatas Rhipicephalus microplus en bovinos criollo de Nunkini, Campeche.
Para la obtencidn de material vegetal y posterior elaboracidn de extractos etandlicos (EE), se
colectaron muestras de hojas de seis especies, para lo cual, se realizé poda inicial (0 dias) y
de formacion (45 dias) de Ja’abin (Piscidia piscipula), Ramon (Brosimum alicastrum),
Tzalam (Lysiloma latisiliguum), Waaxim (Leucaena leucocephala), Pixoy (Guazuma
ulmifolia Lam) y Chukum (Harvadia albicans). Las hojas colectadas fueron maceradas y se
realizaron tres concentraciones de EE a 33, 66 y 100 mg/mL™, con tres repeticiones por
tratamiento (n=30; garrapatas adultas), cada repeticion fue sometida a pruebas de inmersion
en adultos (PIA) y eficacia reproductiva (ER). Se monitorio y tomo lectura con intervalo de
24, 48, 72 y 96 h de incubacion para determinar mortalidad y ovoposicion. Se utilizé un
disefio completamente al azar con arreglo factorial de 8 x 2 x 3. El analisis de los datos se
realizd por el programa PROC ANOVA del SAS. Los EE con P. Piscipulay L. leucocephala
presentaron una mayor mortalidad (79.12 y 67.22%, respectivamente), a una concentracion
de 100 mg/mL a las 96 h comparado con B. alicastrum, L. latisiliquum, G. ulmifolia y H.
albicans que tuvieron una mortalidad menor (45.92, 51.50, 51.11 y 49.16%,
respectivamente). La ovoposicidn fue menor usando EE con L. leucocephala y P. piscipula
(11.72 y 12.73%, respectivamente). En conclusion, los EE de P. piscipula y L. leucocephala
generan mayor mortalidad sobre R. microplus a una concentracion de 100 mg/mL “a las 96

hy la capacidad reproductiva (ovoposicion) se reduce con L. leucocephala y P. piscipula.

Palabras claves: mortalidad, ovoposicion, eficacia reproductiva.



Abstract

The objective of this research was to evaluate the ixodicide effect of plant extracts for the
control of Rhipicephalus microplus ticks in Creole cattle from Nunkini, Campeche. in order
to obtain plant material and subsequent elaboration of ethanolic extracts (EE), leaf samples
were collected from six species, for which initial (0 days) and training (45 days) pruning of
Ja'abin (Piscidia piscipula), Ramon (Brosimum alicastrum), Tzalam (Lysiloma latisiliquum),
Waaxim (Leucaena leucocephala), Pixoy (Guazuma ulmifolia Lam) and Chukum (Harvadia
albicans). The collected leaves were macerated and three concentrations of EE were carried
out at 33, 66 and 100 mg/mL, with three repetitions per treatment (n=30; adult ticks), each
repetition was subjected to immersion tests in adults (ITA) and reproductive efficiency (RE).
It was monitored and reading was taken at intervals of 24, 48, 72 and 96 h of incubation to
determine mortality and oviposition. A completely randomized design with a factorial
arrangement of 8 x 2 x 3 was used. Data analysis was performed using the PROC ANOVA
program of the SAS. EE with P. piscipula and L. leucocephala presented higher mortality
(79.12 and 67.22%, respectively), at a concentration of 100 mg/mL* at 96 h compared to B.
alicastrum, L. latisiliquum, G. ulmifolia and H. albicans that had a lower mortality (45.92,
51.50, 51.11 and 49.16%, respectively). Oviposition was lower using EE with L.
leucocephala and P. piscipula (11.72 and 12.73%, respectively). In conclusion, the EE of P.
piscipula and L. leucocephala generate greater mortality on R. microplus at a concentration
of 100 mg/mL™t at 96 h and the reproductive capacity (oviposition) is reduced with L.

leucocephala and P. piscipula.

Keywords: mortality, oviposition, reproductive efficiency.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL

1.1 Introduccion

En zonas tropicales y subtropicales del mundo se localizan los sistemas de produccion
pecuarios, estos presentan problemas de afectaciones por ectoparasitos, especificamente de
la garrapata Rhipicephalus microplus, constantemente, ha sido asociada con grandes pérdidas
en la produccién debido a dafios de morbilidad, mortalidad y altos costos de control en los
animales (FAO, 2013). El acelerado crecimiento en la demanda de carne y leche a nivel
mundial ha ocasionado que el control quimico de la garrapata se realice de manera
indiscriminada, creando cepas resistentes, por ende, limitada eficacia en la reduccion de las
infestaciones, aunado a contaminacion ambiental (Sarda et al., 2007 y Rodriguez et al.,
2007).

En México, la garrapata Rhipicephalus microplus produce el mayor problema de
ectoparasitosis dentro de la ganaderia bovina. Este ectoparasito a su vez puede llegar a
transmitir babesiosis (enfermedad que es causada por los protozoos (Babesia bigemina y
Babesia bovis) y anaplasmosis que es una enfermedad causada por la bacteria (Anaplasma
marginale) que, a su vez, causan dafios en la piel, inducen anemia, estrés, disminucion de
peso Y liberacion de toxinas en el lugar de la picadura, por lo consiguiente, generan pérdidas

econdmicas anuales por 573.61 millones de dolares segun Rodriguez-Vivas et al. (2017).

Para el control de la garrapata R. microplus se ha empleado por décadas el uso de métodos
quimicos (acaricidas comerciales), principalmente con piretroides (PSs), organofosforados
(OFs), amidinas (Am) y lactonas macrociclicas (Lm), los cuales inicialmente demostraron
efectividad. Sin embargo, en los ultimos afios se ha reportado a nivel de campo resistencia y
poca eficacia de estos productos comerciales para el control eficiente de la garrapata,
principalmente, como consecuencia del uso intensivo (mayor aplicacion en intervalos
menores de tiempo), aunado, a contaminacion del medio ambiente, toxicidad para
organismos benéficos, costos elevados para su control, efectos secundarios dentro de la carne

y leche, que presenta una amenaza para la salud humana (Alonso et al., 2006).



Debido a lo anterior, se ha propuesto la necesidad de buscar nuevas alternativas de control
con enfoque sustentable, desarrollando opciones bioldgicas como los extractos de plantas,
hongos entomopatogenos Yy aceites esenciales que suelen ser de baja toxicidad y puedan ser
utilizados en sustitucion de los productos quimicos, ayudando a disminuir o inhibir la
resistencia presente, efectos dafiinos al medio ambiente, la residualidad en carne y leche,

ademas de disminuir los costos en el control (Rodriguez et al., 2014).

Rosado-Aguilar et al. (2017), usando extractos metandlicos (hojas) de Harvadia albicans
y Caesalpinia gaumeri en hembras adultas de R. microplus congestionadas, en
concentraciones de 10 y 20% (100 y 200 mg/ml), presentaron baja mortalidad (16.7 y 23.3%
y 6.7 y 30%, respectivamente). Por otro lado, Oliveira et al. (2017), evaluaron extractos
hidroalcohdlicos (hojas) de Eucalyptus dunnii en tres concentraciones (25, 50 y 75% mg/ml),
con hembras adultas de R. microplus obteniendo una eficacia acaricida de 49.5, 67.9 y 73.6%,
respectivamente, observando que, la mortalidad aumentaba de forma directamente

proporcional a la concentracion de los extractos.

Este tipo de métodos de control biolégico pueden ser tiles en sistemas ganaderos que
buscan mantener su productividad y/o manejo con un enfoque sustentable con el menor uso
de productos quimicos e insumos externos, que conllevan problemas al medio ambiente y a
la salud de las personas, ademas esta asociado a bajos costos, como es el caso de los sistemas
productivos con bovinos criollos que se ubica en la localidad de Nunkini en el estado de
Campeche, estas poblaciones de bovinos, poseen capacidades productivas y de adaptacion
que podrian ser rentables para el desarrollo de sistemas productivos alternos. Sin embargo,
no han tenido atencion por parte de las autoridades, instituciones u organizaciones que
busquen rescatar y conservar este conjunto de genes Unicos para este tipo de ecosistema
donde se han desarrollado (Severino-Lendechy et al., 2021). Aunado a esto, la regién es una
fuente importante de diversidad floristica y arboérea, que ha sido ampliamente utilizada por
sus pobladores como alternativa medicinal y para la alimentacion de sus bovinos en sistemas

silvopastoriles.



Esta diversidad vegetal podria emplearse para generar alternativas en el control biolégico
de la garrapata, como un método de cuidado y conservacion de los bovinos criollos,

manteniendo un enfoque de sustentabilidad.



1.2 Antecedentes

1.2.1. Generalidades de Rhipicephalus microplus

En América latina en general, la garrapata Rhipicephalus microplus, presenta el mayor
impacto economico sobre la ganaderia bovina. Considerada como uno de los ectoparasitos
de mayor efecto nocivo a nivel sanitario en la ganaderia tropical, afectando al 80% de la
poblacion bovina mundial. Esto aunado, a factores medioambientales, los cuales reducen
considerablemente la produccion, fecundidad y reproduccion de los animales (Quijada,
2004).

La picadura de la garrapata per se produce dafios a la piel. No obstante, lo mas importante
es que la picadura es el medio de transmision del agente patdgeno Anaplasma marginale,
Babesia bigemina y Babesia bovis, los cuales causan efectos negativos en los animales como
debilitamiento, estrés, disminucién en la produccion de leche, carne y menor eficiencia
reproductiva del hato (Guedes et al., 2000).

El control de la garrapata R. microplus ha constituido un problema, por dos factores
principales: 1) su capacidad de parasitar diferentes especies de animales (domésticos y
silvestres, e inclusive al hombre) y 2) la resistencia al uso de insecticidas, debido al empleo
inadecuado en la concentracion y forma de aplicacion de los productos (Jongejan y
Uilenberg, 2004).

1.2.1.1 Distribucion en México de la garrapata de los géneros Boophilus

La garrapata R. microplus se encuentra distribuida dentro del territorio nacional con un
53% de superficie y esta extendido en la costa del Golfo de México desde Tamaulipas hasta
la peninsula de Yucatan y en la costa del pacifico desde Chiapas hasta Sinaloa (SIAP, 2020).
Se han identificado 82 especies de garrapatas en animales de manera silvestre, de la cual R.
microplus es la de mayor interés en la ganaderia bovina (Quiroz, 1994). Actualmente la
superficie en control comprende 1, 292, 407.02 km?, que representa el 65.96% del territorio

nacional. Se reconoce a los estados de Sonora, Chihuahua, Baja California Norte, el norte de



Baja California Sur, Aguascalientes y Tlaxcala como libres del ectoparasito que representa
30.60% del territorio nacional. En fase de erradicacion se encuentran los Municipios de Los
Cabos y la parte sur de La Paz en Baja California Sur; los municipios de Ahome, El Fuerte y
Choix en el norte de Sinaloa, asi como los municipios de la zona desierto del estado de
Coahuila: Cuatrociénegas, Ocampo y Sierra Mojada donde abarca una superficie en
erradicacion de 67,472.76 km?, equivalente al 3.44% del territorio nacional (SENASICA, 2021).

La distribucion geogréafica de las garrapatas en México obedece a un factor importante
que es el clima que es uno de los factores méas importantes que determina la supervivencia y
la distribucion de esta especie. En general, las regiones bajo condiciones calidas y himedas
son adecuadas para la aparicion y distribucion; ademas, otro factor en la distribucion es la
altitud, presencia y abundancia de hospederos y las practicas de control o erradicacion que el
hombre ejerce sobre las poblaciones de garrapatas (SENASICA, 2021).

SITUACION ACTUAL CAMPANA NACIONAL PARA EL CONTROL
DE LA GARRAPATA Boophilus spp.

Estatus zoosanitario

[ viore

[ Erradicacion
Control
| control’

(1) MEXICO | AGRICULTURA @ sEnasiCA

Figura 1. Situacion actual del control de la garrapata Boophilus spp. en México
(SENASICA, 2021)



1.2.1.2 Importancia econémica de Rhipicephalus microplus en sistemas de produccion

bovinos

El 80% del ganado bovino en el mundo se localiza en zonas tropicales y subtropicales
contaminados por garrapatas. Se estima que las garrapatas en México producen pérdidas
economicas en bovinos de carne equivalentes a $504,729,382.00 millones de ddlares y en
bovinos de leche $68,878,694.00 millones de dolares sumando un total de $573,608,076.00
millones de dolares anuales (Rodriguez-Vivas et al., 2017).

Estas pérdidas econdmicas se atribuyen directamente a través de pérdidas de peso, retraso
de crecimiento, inyeccion de toxinas, depredacion de pieles, limita la movilizacion y
comercializacion, aumento de transmision de agentes secundarios y costos por el control; la
mortalidad o la debilidad causada por las enfermedades de agentes infecciosos transmitidas

0 asociadas con la garrapata (Alonso et al., 2006; Rodriguez-Vivas et al., 2017).

1.2.2 Ciclo bioldgico de la garrapata Rhipicephalus microplus

Las garrapatas duras (Acari: Familia Ixodidae) son ectoparasitos hemat6fagos obligados
debido al efecto directo por consumo de sangre durante todos sus estadios de vida en un
animal (Polanco-Echeverry et al., 2015). Presentan cuatro estados biol6gicos durante su ciclo
vital: huevo, larva, ninfa y adulto. Esta etapa bioldgica de la garrapata R. microplus es de
manera directa y su desarrollo es realizado en un solo hospedero; que frecuentemente es un
bovino; sin embargo, pueden cumplir su ciclo bioldgico en especies domesticas como los
caballos y perros de manera silvestre en venados, incluso al ser humano (Jongejan y
Uilenberg, 2004). El ciclo de la garrapata se divide en tres etapas: 1) de vida libre, 2) de
encuentro y 3) de vida parasitaria (Rodriguez et al., 2008; Ramos y Garcia, 2009). Las
hembras repletas de sangre se dejan caer del hospedero al suelo donde ponen huevos y
mueren. Cada hembra llega a ovopositar unos 4500 huevos y estos a su vez tardan entre 2 'y
20 semanas en eclosionar, segun las condiciones climaticas: el calor y la humedad aceleran
el proceso de eclosion. Posteriormente, las larvas al nacer apenas se desplazan del lugar
donde nacieron, una vez sobre su hospedero se fijan a él y comienzan a ingerir sangre para

completar su ciclo biolégico (Cortés-Vecino, 2011).



Las garrapatas del genero Rhipicephalus microplus se encuentran en diferentes brotes
con diferente intensidad durante cierto tiempo del afio y se presentan con diferente intensidad,
dependiendo de las condiciones climéticas, la presencia varia de acuerdo a cada region
ecoldgica de México (Rodriguez-Vivas et al., 2011; Garcia-Corredor, 2016). Este parasito
hematofago suele fijarse a la piel y a raiz de esto se alimenta de sangre de las zonas de la
region perianal (entre la base de la ubre, testiculos y ano) las areas internas de las piernas,
brazuelos, vientre, base del cuello, dentro de las partes blandas del vientre y la base externa
de las orejas (Canales, 2007). Estos lugares son generalmente los més frescos del animal y
donde (llegan menos los rayos solares) ademas de presentar la piel mas delgada (Gonzélez et
al., 2009).

L parasitico

Ciclo no
Parasitico
Larvaen
vegetacion

Incubacion de huevos

-~ Oviposicion
y eclosion de larvas

Figura 2. Ciclo bioldgico de la garrapata Rhipicephalus microplus

1.2.2.1 Dinamica poblacional de Rhipicephalus microplus

La dindmica poblacional de las garrapatas radica en observar los cambios que presentan

las entidades bioldgicas, de acuerdo los factores climaticos y mecanismos que regulan el



medio ambiente (Rodriguez- Vivas et al., 2011). Estas fluctuaciones suelen ser una respuesta
a modificaciones constantemente de las condiciones climaticas, siguiendo este modelo
gréfico puede ser descrito matematicamente resultando picos elevados o cortos, siguiendo
modelo gréafico siguiendo un modelo gréfico, que puede ser descrito matematicamente
resultando en figuras sigmoides con persistencia discontinua (Figura 3); por tanto, no suelen

estar sujetos a patrones uniformes (Alonso-Diaz et al., 2013).

Estudios anteriores han llegado a demostrar que ciertos factores de riesgo han favorecido
de manera positiva y afectado de manera negativa la dinamica poblacional de las garrapatas
estas consecuencias en el desarrollo de la especie parasitaria en los animales, también
sugieren que la dindamica poblacional de las garrapatas R. microplus se encuentran en funcion
de acuerdo a la raza del hospedero, el tipo de pelaje del animal, temperatura, humedad,
precipitacion y el manejo empleado de los productores para con los animales (Quijada et al.,
2004; Alonso et al., 2006; Gonzalez-Lopez et al., 2019).

s

No. R. microplus >4.5mm

E F M A M J J A S O N D
Meses del ano

Figura 3. Dinamica poblacional durante un afio de R. microplus en la Peninsula de Yucatan

estudio realizado por (Rodriguez-Vivas et al., 2005).



1.2.3 Control quimico de garrapatas Rhipicephalus microplus

En zonas tropicales de México las unidades de produccion bovina (UPB) han presentado
problemas de resistencia en los Ultimos afios y se ha relacionado que ciertas especies
parasitan bovinos susceptibles a garrapatas, sin embargo el principal método de control para
estas ha sido con el uso de acaricidas comerciales (productos quimicos) de los grupos como
amidas (AM), Organofosforados (OP) y Piretroides (PS), estos al ser aplicados durante
décadas de manera indiscriminada, ha causado resistencia de las garrapatas a los ixodicidas
(quimicos) (Rodriguez-Vivas et al., 2012). El uso de estos ha llegado a producir riesgo de
contaminacion ambiental que ha ocasionado riesgo de residuos toxicos en los productos
finales de origen animal como carne y leche (Alonso et al., 2006). Actualmente, existen mas
de 50 productos comerciales autorizados para el control de garrapatas, las familias quimicas
mas utilizados son los carbamatos, lactonas macrociclicas e inhibidores de la regulacion de
crecimiento, estos se aplican utilizando bafio de inmersion y bomba aspersora principalmente
(Rodriguez-Vivas et al., 2011).

Pruebas realizadas en laboratorio con larvas son las mé&s recurrentes y son
particularmente eficaces para calcular niveles de resistencia de poblaciones de garrapatas. En
México los productos comerciales llamados lindano® y dieldrin® presentaron el primer caso
de resistencia a productos organofosforados detectados en Veracruz en el afio de 1983 para
la especie R. microplus. Sin embargo, para mitigar el problema del impacto de resistencia a
los organofosforados, se introdujo en el afio 1984 piretroides, nueve afios después en 1993
se detect0 resistencia a piretroides (Fragoso et al., 1995; Rodriguez-Vivaz et al., 2001). De
acuerdo a Rodriguez-Vivas et al. (2001) en el afio 2000 se confirmo el primer caso de
resistencia a amitraz® (Amidina). Actualmente en el territorio mexicano se ha detectado
poblaciones que han causado resistencia a grupos quimicos (organofosforados, piretroides y
amidas) (Alonso et al., 2013, Rodriguez-Vivas et al., 2017).

Otro método que se recurre para el control de las garrapatas son las vacunas y se
encuentran comercialmente distribuidas con el nombre de Gavac® (Laboratorio Revetmex)
gue contiene antigenos BM86 y de acuerdo a la aplicacion de esta vacuna promueve en los

animales el desarrollo de anticuerpos contra antigenos del intestino de las garrapatas; de esta



forma, cuando las garrapatas se alimentan de sangre bovina, ingieren estos anticuerpos
creados por los animales y destruyen las células intestinales de las garrapatas (Rodriguez-
Vivas et al., 2011).

Figura 4. Distribucion geogréfica de la resistencia a productos quimicos en garrapatas

Rhipicephalus microplus en todo el mundo (Rodriguez-Vivas et al., 2017).

1.2.3.1 Métodos alternativos de control

Debido a la resistencia que presentan las garrapatas R. microplus a las familias quimicas
comerciales y los diversos efectos nocivos de estos productos al medio ambiente, es que,
actualmente, existen métodos alternativos no quimicos para el control de la garrapata. Los
métodos alternativos buscan disminuir la resistencia y el uso de acaricidas quimicos para el

control de garrapatas, asi como, el impacto negativo en el ambiente (Pulido y Cruz, 2013).

Los hongos entomopatogenos son una de las fuentes alternas promisorias para realizar
control de infestaciones por garrapatas, debido al gran potencial como agentes controladores
en ectoparasitos, los hongos, se encuentran dispersos en el medio ambiente y su modo de
accion es induciendo infecciones fungosas en poblaciones de garrapatas; su mecanismo de
infeccion se ejecuta en seis etapas primordiales, 1) Union de las esporas a la cuticula de las

garrapatas, 2) germinacion de esporas, 3) Penetracion de la cuticula, 4) Invasion de las
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esporas dentro de los drganos internos, 5) colonizacion, 6) muerte de la garrapata y
emergencia de la cuticula. Las cepas de hongos estudiadas frecuentemente son Metharizium
anisopliae y Beauveria bassiana donde se encuentran entre los principales hongos
entomopatdgenos que se utilizan para realizar control sobre los huevos, larvas y adultos de
garrapatas, los cuales pueden llegar a presentar una eficacia del 95% de acuerdo a (Ojeda-
Chi et al., 2011; Alonso et al., 2013).

Los extractos de plantas pueden ser otro método alternativo para el control de garrapatas
derivado de ingredientes activos (metabolitos secundarios) a partir de érganos (tallos, hojas
y frutos) pueden provocar mortalidad en garrapatas adultas y larvas, estos a su vez pueden
ser capaces de inhibir la ovoposicién. En la actualidad se han realizado estudios en
laboratorio para determinar mortalidad contra garrapatas a partir de extractos de las especies
Leucaena leucocephala (Waaxim), Piscidia piscipula (Ja’abin), Azadirachta indica (neem),
Copaifera reticulata (copaiba), Lysiloma latisiliguum (Tzalam) y Piper aduncum
(Cordoncillo blanco) entre otros. La aplicacion de extractos bioldgicos puede presentar
porcentajes elevados de mortalidad y disminucion de costos en su utilizacion, asi también,
son biodegradables y no presentan efectos residuales o toxicos en los animales o personas
(Alonso et al., 2013). Sin embargo, aun existe informacién limitada para su utilizacion
practica a nivel de campo, por lo tanto, los resultados no siempre pueden ser equiparados a

los obtenidos con productos quimicos (Martins, 2006).

1.2.4 Plantas y arbustos forrajeros como plaguicidas botanicos

Las plantas y arbustos de especies tropicales son fuentes importantes de compuestos
bioactivos (metabolitos secundarios) como los taninos, fenoles, saponinas, flavonoides,
compuestos organos sulfurados, aceites esenciales y alcoholes (Makkar, 2003; Alonso-Diaz
et al., 2012). Estos compuestos son comunes en leguminosas y arbustos tropicales, son
empleados como un mecanismo importante de defensa contra hongos, bacterias, insectos
herbivoros y parasitos (Eck et al., 2001; Heil et al., 2002).

Algunos estudios se han realizado con extractos etanolicos, metandlicos de Hypericum

polyanthemum (hierba de San Juan), Copaifera reticulata (copaiba) y Eucalyptus spp.
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(eucalipto) los cuales, demostraron tener efecto ixodicida contra R. microplus (Bermudez et
al., 2002; Chagas et al., 2002; Ribeiro et al., 2007). Asi, Gonzalez et al. (2018), mencionan
que al probar tres genotipos de Leucaena leucocephala (Wa’axim) tuvieron eficacia de
66.79% sobre larvas. Sin embargo, no encontraron eficacia contra garrapatas adultas. Por su
parte, Wanderley et al. (2017), reportaron que las proteinas defensivas producidas por L.
leucocephala presentaron efecto de 56.3% de mortalidad contra garrapatas adultas. Mientras
que, Pulido et al. (2013), reportaron que Ruta graveolens (Ruda) presento una mortalidad de
63.3%, en el caso del extracto de Verbena officinalis (Verbena) mientras con Ruta graveolens
(Ruda) encontraron eficacia ixodicida con extracto puro en la primera dilucion, con
mortalidad de 65%, ademéas en ambos extractos se identificaron flavonoides y terpenos,

cumarinas, alcaloides y saponinas.

1.2.5. Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son sustancias quimicas producidas por algunas especies
de plantas, estas sustancias la sintetizan para su mecanismo de defensa, comunicacion y
reproduccion. Varias familias de plantas contienen esta serie de fitoquimicos como
saponinas, taninos, flavonoides, alcaloides, di y triterpenoides, compuestos sulfurados y
aceites esenciales entre otros, los cuales presentan alta actividad insecticida en accion de
sinergia, se le atribuye el efecto anti garrapata a las sustancias quimicas o aceites esenciales
que se denomina metabolito secundario presentes en las plantas como una forma de defensa
contra los depredadores. Le atribuyen al efecto aditivo de los compuestos su efecto repelente,

ixodicida o disminucion de la ovipostura (Mareggian, 2001).

El empleo potencial de las plantas con principios bioactivos y sustancias quimicas en
extractos puros, etandlicos y metandlicos contra insectos o ectoparasitos se puede manifestar
en diversos mecanismos de accién, incluyendo la toxicidad, la mortalidad, inhibicion de
crecimiento, la supresion del comportamiento reproductivo, sintesis de quitina y reducir la
fertilidad y fecundidad contra insectos y ectoparasitos (Fernandez et al., 2011). También
presentan limitantes, como la escasez de informacion cientifica sobre los compuestos activos
y los factores que influyen en su efectividad bioldgica, asi como afectar su comportamiento

sin efectos adversos en especies no objetivo (Rosado-Aguilar et al., 2017).
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1.2.6 Los bovinos criollos en México

El ganado bovino llego a América en el segundo viaje de Cristébal Colon en el afio de
1493 cuando arribaron a la isla “La Espafola” en el mar Caribe y a partir de esta se
desarrollaron diversas razas de bovinos criollos latinoamericanos (De Alba, 2011). En
México actualmente hay poblaciones de bovinos criollos, respecto al arribo de los primeros
animales que llegaron al pais. Historiadores refieren la importacion de 50 cabezas de ganado
desde la isla de Santiago (Jamaica) y desembarcando en el rio Panuco, en un valle cercano a
la actual Tampico, Tamaulipas en el afio de 1521 (Ulloa et al., 2008; Villalobos-Cortes et al.,
2009; De Alba, 2011). Actualmente hay poblaciones de bovinos criollos en algunos estados
de México; se mencionan las razas criollas de Rodeo en Chihuahua; criollo Chinampo y
Frijolillo en Baja California Sur, Criollo de Nayar en Nayarit, Criollo Mixteco en Guerrero,
Oaxaca y Puebla, Criollo Lechero Tropical y Romosinuano en Veracruz, Criollo de los altos
de Chiapas en Chiapas, y Criollo de Nunkini en Campeche (Méndez et al., 2002; Ulloa et al.,
2008; De Alba, 2011; Hernandez, 2012; INIFAP, 2013; Perezgrovas, 2017; Severino et al.,
2021).

Estas razas de bovinos criollos son descendientes del ganado europeo traido por los
espafoles a América dentro del siglo XVI, donde a lo largo de mas de 500 afios se han
adaptado por seleccion natural a las condiciones climaticas del tropico, desarrollando
adaptabilidad, rusticidad y resistencia a enfermedades (De Alba, 2011). Sin embargo, estas
poblaciones son poco utilizadas y su poblacién presenta tendencia a rebajar su inventario,
estas, representa el 0.05% en comparacion del inventario bovino nacional y el 0.05% en
comparacion con el estado de mayor numero de bovinos (Veracruz, 3,681,925 bovinos),
ademas no presentan datos estadisticos de su aportacion a la produccion nacional (Vilaboa et
al., 2013, Severino-Lendechy et al., 2019).

1.2.7 Unidades de produccion con ganado criollo de Nunkini

Nunkini es una localidad de Campeche que presenta selva baja caducifolia en el sur

sureste de México; es un agroecosistema rico en especies etnobotanicas con caracteristicas
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unicas y donde este ganado criollo se ha adaptado por méas de 500 afios a condiciones adversas
bajo un sistema de produccion familiar mediante el pastoreo extensivo (Tewolde, 2007,
Ulloa-Arvizu et al., 2008; De Alba, 2011; Vilaboa-Arroniz et al., 2013).

Las unidades de produccion (UP) con ganado criollo de Nunkini (CN) son considerados
sistemas abiertos conformados de diferentes elementos como los siguientes: componentes
biodticos y abidticos, entradas y salidas del sistema, el hato animal, que estas conforman la
unidad de produccién que a su vez es modificada y adecuada para que se realice actividades
de produccidon agropecuaria, mientras los empleos ejercidos son directos e indirectos en las
instalaciones, por su parte, el ganadero o productor es quien toma las decisiones para el
manejo adecuado de su sistema de produccion (SP). Estos bovinos criollos consisten en
poblaciones no seleccionadas para rasgos productivos (Ulloa- Arvizu et al., 2008; De Alba,
2011; Vilaboa-Arroniz et al., 2012). Es decir, estos animales, han evolucionado y se han
adaptado a través de la seleccion natural a las diversas condiciones medioambientales
adversas de las regiones donde aun se ubican sobre todo a la estacionalidad de la produccion
forrajera (Ulloa- Arvizu et al., 2008; De Alba, 2011; Vilaboa-Arroniz et al., 2012). También
se les atribuye precocidad, (Severino et al., 2016; Severino et al., 2017), fertilidad, facilidad
al parto y longevidad en comparacion con razas cebu y europeas comerciales adaptadas a los

diversos climas del tropico, asi como resistencia a enfermedades (De Alba, 2011).
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1.3 HipOtesis
El uso de plantas con potencial ixodicida en extractos etandlicos incrementa la

mortalidad de adultos y disminuye la eficacia reproductiva de la garrapata Rhipicephalus

microplus.

1.4 Objetivo general

Evaluar el efecto ixodicida de extractos etanolicos con plantas nativas para el control

bioldgico de garrapatas Rhipicephalus microplus en bovinos criollos de Nunkini, Campeche.

1.4.1. Objetivos especificos

1. Identificar y seleccionar plantas nativas con efecto ixodicida en la regién de Nunkini,

Campeche.

2. Determinar la composicion quimica y la concentracion de taninos condensados en el

follaje de las especies seleccionadas.

3. Evaluar el efecto ixodicida in vitro de extractos etandlicos sobre el porcentaje de

mortalidad y ovoposicion de huevos de R. microplus

15



1.5 Procedimiento experimental

1.5.1 Diagrama del procedimiento

Se identificaron productores de Bovinos Criollos de Nunkini; asi como sus
Unidades de Produccion (UP) con la finalidad de realizar inventario de las
plantas que presentan potencial ixodicida para su colecta

Se colectaron las especies de Ja'abin (Piscidia piscipula), Ramon (Brosimun
alicastrum), Tzalam (Lysiloma latisiliqguum), Waaxim (Leucaena
leucocephala), Pixoy (Guazuma ulmifolia Lam) Chucum (Harvadia
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Resumen

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto ixodicida de extractos vegetales para
el control de garrapatas R. microplus en bovinos criollo de Nunkini, Campeche. Se realiz6
poda inicial (0 dias) y de formacion (45 dias) de Ja’abin (Piscidia piscipula), Ramon
(Brosimum alicastrum) y Tzalam (Lysiloma latisiliquum). Se colectaron muestras de hojas
de las tres especies para elaborar extractos etandlico (EE) por maceracién simple a tres
concentraciones de 33, 66 y 100 mg/mL™ con tres repeticiones por tratamiento (n=30). Cada
repeticion fue sometida a pruebas de inmersion en adultos (P1A) y eficacia reproductiva (ER).
Se monitorio y tomo lectura con intervalo de 24, 48, 72 y 96 horas de inoculado el EE para
determinar mortalidad y ovoposicion. Se empled un disefio completamente al azar con

arreglo factorial de 5 x 2 x 3. El analisis de los datos se realizd por el programa PROC
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ANOVA del SAS. El EE con P. piscipula presento una mayor mortalidad, he inhibicion de
ovoposicion (79.12 y 87.27%, respectivamente), a una concentracion de 100 mg/mL™a las
96 h comparado con B. alicastrum y L. latisiliquum (45.92 y 84.96% y 51.50 y 86.28%,
respectivamente). En conclusion, el EE de P. piscipula demostrd tener mayor eficacia
acaricida y reproductiva (disminucion de ovoposicién) sobre R. microplus a una

concentracion de 100 mg/mL™a las 96 h.

Palabras claves: mortalidad, extractos etanélicos, efecto ixodicida

2.2 Abstract

The objective of this research was to evaluate the ixodicidal effect of plant extracts for the
control of R. microplus ticks in Creole cattle from Nunkini, Campeche. Initial pruning (0
days) and training pruning (45 days) of Ja’abin (Piscidia piscipula), Ramén (Brosimum
alicastrum) and Tzalam (Lysiloma latisiliquum) were carried out. Leaf samples of the three
species were collected to elaborate ethanolic extracts (EE) by simple maceration at three
concentrations of 33, 66 and 100 mg/mL* with three repetitions per treatment (n= 30). Each
repetition was subjected to immersion tests in adults (AIT) and reproductive efficiency (ER).
The EE was monitored and read at intervals of 24, 48, 72 and 96 hours after inoculation to
determine mortality and oviposition. A completely randomized design with a factorial
arrangement of 5 x 2 x 3 was used. Data analysis was performed by the PROC ANOVA
program of SAS. The EE with P. piscipula presented a higher mortality and oviposition
inhibition (79.12% and 87.27% respectively) at a concentration of 100 mg/mL™ at 96 h
compared to B. alicastrum and L. latisiliguum (45.92 and 84.96% and 51.50 and 86.28%,
respectively). In conclusion, the EE of P. piscipula demonstrated to have greater acaricidal
and reproductive efficiency (reducing the ability to lay eggs) over R. microplus at a
concentration of 100 mg/mL* at 96 h

Keywords: mortality, ethanolic extracts, ixodicide effect
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CAPITULO II1.

EFICACIA DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS DE TRES ESPECIES
VEGETALES SOBRE Rhipicephalus microplus EN CAMPECHE, MEXICO

IXODICIDE EFFECT OF ETHANOLIC EXTRACTS FROM THREE PLANT
SPECIES ON Rhipicephalus microplus IN CAMPECHE, MEXICO
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3.1 Resumen

El objetivo del presente estudio fue evaluar la eficacia acaricida in vitro de extractos
vegetales para el control de garrapatas Rhipicephalus microplus en bovinos criollos de
Nunkini, Campeche. Se realizo poda inicial (0 dias) y de formacion (45 dias) de Chucum
(Harvadia albicans), Wa“axim (Leucaena leucocephala) y Pixoy (Guazuma ulmifolia Lam).
Se colectaron muestras de hojas de las tres especies para elaborar extractos etandlicos (EE)
por maceracion simple a tres concentraciones de 33, 66 y 100 mg/mL™ con tres repeticiones
por tratamiento (n=30). Cada repeticion fue sometida a pruebas de inmersion en adultos
(PIA) y eficacia reproductiva (ER). Se monitorio y tomo lectura con intervalo de 24, 48, 72

y 96 h de inoculado el EE para determinar mortalidad y ovoposicion. Se empleo un disefio
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completamente al azar con arreglo factorial de 5 x 2 x 3. El analisis de los datos se realiz6
por el programa PROC ANOVA del SAS. El EE con L. leucocephala presento una mayor
mortalidad y menor ovoposicion (67.22% y 11.72%) a una concentracion de 100 mg/mL™a
las 96 h comparado con H. albicans y G. ulmifolia (47.22 y 23.26% y 41.11% y 17.70%,
respectivamente). En conclusion, el EE de L. leucocephala demostro tener mayor eficacia
acaricida y reproductiva (reduciendo la capacidad de poner huevos) sobre R. microplus a una

concentracion de 100 mg/mL™a las 96 h.

Palabras claves: mortalidad, extractos etanélicos, efecto ixodicida

3.2 Abstract

The objective of this study was to evaluate the in vitro acaricidal efficacy of plant extracts
for the control of R. microplus ticks in Creole cattle from Nunkini, Campeche. Initial pruning
(0 days) and training (45 days) of Chucum (Harvadia albicans), Wa'axim (Leucaena
leucocephala) and Pixoy (Guazuma ulmifolia) were carried out. Leaf samples of the three
species were collected to prepare ethanolic extracts (EE) by simple maceration at three
concentrations of 33, 66 and 100 mg/mL"! with three repetitions per treatment (n=30). Each
replicate was subjected to Adult Immersion (IAT) and Reproductive Efficiency (RE) tests.
The EE was monitored and read at intervals of 24, 48, 72 and 96 hours after inoculation to
determine mortality and oviposition. A completely randomized design with a 5 x 2 x 3
factorial arrangement was used. Data analysis was performed using the SAS PROC ANOVA
program. The EE with L. leucocephala presented higher mortality and lower oviposition
(67.22% 11.72%) at a concentration of 100 mg/mL* at 96 h compared to H. albicans and G.
ulmifolia (47.22 and 23.26% and 41.11% and 17.70%, respectively). In conclusion, the EE
of L. leucocephala showed greater acaricidal and reproductive efficacy (reducing the ability

to lay eggs) over R. microplus at a concentration of 100 mg/mL™ at 96 h

Keywords: mortality, ethanolic extracts, ixodicide effect
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