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RESUMEN

En el area tropical y subtropical, uno de los principales problemas zoosanitarios que
afecta principalmente a la producci6n bovina, es la garrapata, ademas trasmite las
enfermedades Anaplasmosis y Babesiosis. EI objetivo del estudio fue identificar los
componentes quimicos en los extractos de tallo y hoja del pasta Melinis minutiflora,
asi como evaluar la actividad repelente al nivel in vitro e in vivo y el efecto ixodicida
contra larvas de garrapata Amblyomma cajennense. Los datos obtenidos de
repelencia in vitro y mortalidad de larvas fueron analizados y transformados por la
funci6n de Arco sene; en tanto la prueba in vivo consisti6 en la recuperaci6n de
larvas adheridas por el metodo de Franela en los tiempos (7, 14, 21 dias de post­
infestaci6n) en parcelas de pastos (tratamientos) Melinis minutiflora, Andropogon
gayanus, Brachiaria brizantha y Cenchrus ciliaris, los resultados de cuatro
tratamientos y seis repeticiones se analizaron en PROC GLM, la prueba de medias
se compar6 por Tukey (P<0.05), mediante el paquete estadistico (SAS, 2002). M
minutiflora mostr6 el mayor efecto repelente (P<0.05) por la menor cantidad de larvas
recuperadas (2.41 ± 1.26) que el resto de pastos, en C. ciliaris (600.89 ± 131.74), A
gayanus (72.48 ± 63.24) y B. brizantha (57.32 ± 53.90), no se present6 diferencia
(P>0.05) entre estos dos ultimos pastos. Las diferencias (P<0.05) en repelencia
fueron observadas en los tres periodos de muestreo. EI extracto del tallo y las hojas
del Melinis minutiflora obtenido con el solvente organico etanol, mostraron efecto
repelente y acaricida en el orden de 72 a 78% y 77 a 84%, respectivamente, el mayor
efecto acaricida corresponde al extracto de hoja. Asimismo fueron identificados 12
compuestos quimicos para tallo y 7 para hoja por cromatografia de gases. Los de
mayor abundancia en tallo y hoja fueron el Acido 1,2-Benzenedicarboxylico (33.42%
y 59.44%) Y Dibutil ftalato (34.45% y 25.23%, respectivamente). Se concluye que los
componentes quimicos presentes en M. minutiflora posen efecto repelente y
acaricida en larvas de A. cajennense.

Palabras clave: Efecto repelente, Melinis minutiflora, Amblyomma cajennense,
ixodicida,compuestosquimicos.



ABSTRACT

In tropical and subtropical regions, one of the main zoonotic problem that affect
livestock productivity, mainly cattle, are ticks, which, transmit diseases such as
Anaplasmosis y Babesiosis, also. The objective of this study was to identify the
extracts chemical compounds of leaves and stems of Melinis minutiflora grass, as
well as, repellent activity evaluation in vivo and in vitro and ixodicide effect against
larvae of tick Amblyomma cajennense. Data obtained from in vitro repellency and
mortality of larvae trials were analyzed and processed by the arc function In vivo trial
consist in larvae recovery from different grasses (Treatments: Melinis minutiflora,
Andropogon gayanus, Brachiaria brizantha and Cenchrus ciliaris) by Flannel method
at 7, 14, 21 days post-infestation. Each treatment had six replicates. Results were
analyzed using PROC GLM, when significant difference (P<0.05 ) between the
treatments was detected, means were compared by Tukey test (SAS, 2002). M
minutiflora showed the strongest repellence against larvae (P <0.05) since a smaller
amount of larvae (2.41 ± 1.26) was recovered, compared to other grasses, C. ciliaris
(600.89 ± 131.74), A. gayanus (72.48 ± 63.24) and B. brizantha (57.32 in.) ± 53.90).
). No difference (P>0.05) was found between Andropogon gayanus, and Brachiaria
brizantha. Repellence differences (P<0.05) were observed on three sampling times
Extract of steams and leaves of Melinis minutiflora obtained with etanol showed
repellent and ixodicide effect ranging between 72 - 78% and 77 -84%, respectively
Leaves extract showed greater ixodicide effect. 12 and 7 compounds were identified
by GLPC from steam and leaves respectively. Leaves and steams had same
predominat compounds: 1,2-Benzenedicarboxylic acid (33.42% and 59.44%, in
leaves and steams, respectively) and Dibutil ftalato (34.45% and 25.23%, in leaves
and steams, respectively). It is concluded that chemical compounds present in M
minutiflora have repellent and acaricide effect against A. cajennense larvae.

Key words: Repellent effect, Melinis minutiflora, Amblyomma cajennense, ixodicida,
chemical compounds.

vii



CONTENIDO

DEDICATORIA IV

AGRADECIMIENTOS V

RESUMEN VI

ABSTRACT vii
CONTENIDO viii
INDICE DE CUADROS xi
INDICE DE FIGURAS xii

1. INTRODUCCION 1
2. OBJETIVOS E HIPOTESIS 3
3. REVISION DE L1TERATURA 4

3.1. La garrapata Amblyomma cajenennse 4

3.2. Cicio biol6gico de la garrapata Amblyomma cajennense 4

3.3. Tecnicas de recolecci6n de larvas 6

3.4. Deterioro en el animal 6

3.5. Metodosdecontrol 7

3.5.1. Uso de productos quimicos 7

3.5.2. Manejo de control no quimico 7

3.6. Plantas forrajeras con propiedades contra la garrapata 9

3.6.1. Gramineas con propiedades de repelencia a garrapata 9

3.6.2. Comparaci6n de forrajeras anti-garrapatas 10

3.7. Mecanismo de defensa de las plantas 13

3.8. Solventes para la extracci6n de aceites esenciales y su efecto en

garrapata 14

3.9. Identificaci6n de los componentes de los aceites esenciales 15

3.10. Aplicaci6n de Tecnica de Paquete de larvas y Prueba de

Olfact6metro 16

4. MATERIALES Y METODOS 17

4.1. Localizaci6n experimental 17

viii



4.2. Caracteristicas del material experimental 17

4.3. Preparaci6n y obtenci6n de material y extractos para aceites esenciales

de M. minutiflora e identificar compuestos quimicos 19

4.3.1. Incubaci6n de garrapatas y obtenci6n de larvas (A. cajennense) 21

4.4. Metodologias de Bioensayos en contextos in vivo e in vitro 23

4.4.1. Investigaci6n de etapa experimental 1, efecto de pastos M.

minutiflora, A. gayanus, B. brizantha y C. ciliaris a garrapata A.

cajennense en ambiente in vivo 23

4.4.2. Investigaci6n de etapa experimental 2, analisis de compuestos

qUimicos de M. minutiflora por cromatografia de gases y

espectrometria de masas (CG-EM) 25

4.4.3. Investigaci6n de etapa experimental 3, evaluar repelencia

(0Ifact6metro) en larvas de A. cajenennse de aceites esenciales en

M. minutiflora en medio in vitro 27

4.4.4. Investigaci6n de etapa experimental 4, efecto ixodicida en larvas de

A. cajenennse sobre los aceites esenciales en M. minutiflora en

condici6n in vitro 29

5. RESULTADOS Y DISCUSION 31

5.1. Etapa experimental 1. Evaluaci6n de actividad antigarrapata de pastos

M. minutiflora, A. gayanus, B. brizantha y C. ciliaris sobre larvas de A.

cajennense. 31

5.2. Etapa experimental 2. Composici6n quimica e identificaci6n de aceites

esenciales por cromatografia de gases y espectrometria de masas

(CG-EM) en M. minutiflora. 35

5.3. Etapa experimental 3, repelencia en larvas A. cajenennse de aceites

esenciales de M. minutiflora. 39

5.4. Etapa experimental 4, actividad ixodicida en larvas de A. cajenennse

con extractos de M. minutiflora. 42



6. CONCLUSIONES

7. REFERENCIAS

46

47



INDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Medias de numero de larvas A. cajennense adheridas a franela (Prueba de

Barrido) en tres tiempos de muestreo (post-infestaci6n) en pastos. 32

Cuadro 2. Condiciones Climaticas de sitio experimental en Mora, Nayarit, Mexico, al

realizar Prueba de Barrido (octubre 2011). 32

Cuadra 3. Compuestos quimicos identificados por CG-EM, a partir de extracto de

tallo y hoja de Melinis minutiflora 36

Cuadra 4. Medias de repelencia de larvas de Amblyomma cajennense con extracto

etan61ico en Melinis minutiflora. 40

Cuadro 5. Medias de mortalidad de larvas Amblyomma cajennense referidas a

extractos de tallo y hoja de M. minutiflora y el testigo. 42



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Esquema de cicio evolutivo de Amblyomma cajennense 1. Primer huesped,

2. Segundo huesped, 3. Tercer huesped. A. Macho adulto; B. Hembra

adulta; C. Hembra ovigera; D. Huevo; E. Huevo con embri6n; F. Huevo

con larva; G. Eclosi6n; H. Larva en ayuno; I. Larva alimentandose; J.

Larva en el suelo muda; K. Ninfa; L. Ninfa paras ita; M. Muda en la ninfa;

N. Adulto en ayuno. Tomado de Quiroz (1994).

Figura 2. Distribuci6n de las parcelas experimentales, tratamientos y repeticiones.

18

Figura 3. Siembra de cada pasto (Melinis minutiflora, Brachiaria brizantha,

Andropogon gayanus, Cenchrus ciliaris) , en parcelas asignadas al azar

19

Figura 4. Corte de uniformizaci6n a 40 cm de altura y 90 dias de siembra de pastas

otratamientos. 20

Figura 5. Proceso de extracci6n con calor utilizando equipo Soxleth. 21

Figura 6. Colecta de huevecillos de A. cajennense, pesaje de 250 mg (en aprox.

5000 larvas). 22

Figura 7. Prueba de Barrido en unidad de muestreo con metodo de Franela en

tratamientos de M. minutiflora, A. gayanus, B. brizantha y C. ciliaris.

24

Figura 8. Cromat6grafo de gases Agilent Technologies 7890· y detector de masas

selectivo Agilent Technologies NO.5975C utilizado en la detecci6n de

componentes de M. minutiflora. 26

Figura 9. Cristal-olfact6metro en forma de Y empleado en pruebas de repelencia en

tratamientos de Tallo y Hoja de M. minutiflora. 28

xii



Figura 10. Conteo de larvas muertas y vivas, previa aplicaci6n de extracto etan6lico

de M. minutiflora. 30

Figura 11. Figura 11. Media de larvas A cajennense adheridas a la franela (Prueba

de Barrido) de los Ires liempos 7, 14, 21 dias post-infestaci6n. 33

Figura 12. Figura 12. Media de larvas A cajennense colectadas por la tecnica de

Barrido a los 7, 14 Y 21 dias de postinfestaci6n en parcelas

experimentales. 34

Figura 13. Bioensayo de repelencia de larvas Amblyomma cajennense con extractos

de tallo y hoja de M. minutiflora en solvenle elanol a 99.5%. 39

Figura 14. Media de larvas repelidas con tubo-Y Olfact6metro, ulilizando extraclos de

6rganos de pasta M. minutiflora. 40

Figura 15. Porcentaje de mortalidad de larvas A cajennense relacionadas al extracto

de tallo y hoja de M. minutiflora. 42

Figura 16. Media de larvas muertas, utilizando extractos de tallo y hoja de M

minutiflora 43

xiii



1. INTRODUCCION

En las zonas tropical y subtropical a nivel mundial, el principal problema zoosanitario

de la ganaderia bovina son las garrapatas y las enfermedades que transmiten como

la Anaplasmosis y Babesiosis (Quijada et al., 2005). En Mexico se estima que estos

.karos producen infestaciones, perdida de peso, bajo rendimiento productivo, dalio a

la piel y perdidas de los vacunos por aproximadamente 48 millones de d61ares (USD)

anuales, ya nivel mundial cerca de 7,000 millones de d61ares (Rodriguez et al., 2011)

Ante este impacto econ6mico negativo de las garrapatas en general, en Mexico la

especie mayormente investigada a side Rhipicephalus (Boophilus) microplus, siendo

el principal genero bajo combate y control en el pais investigado, sin embargo la

especie Amblyomma es considerado el segundo problema de importancia (Quijada et

aI., 2005). La distribuci6n geogratica de Amblyomma cajennense es en la zona

tropical, templada y arida en Mexico en 609,857 Km2
, que representa el 31%; R. (B.)

microplus se distribuye en 1,043,772 Km2
, que equivale al 53.0% del area nacional; y

R. annulatus muestra mayor afinidad por la zona arida y templada en una superficie

aproximada de 539,087 Km2
, siendo el 27.0% del pais (Alvarez et al., 2007; Rodriguez,

2006; Moissantetal., 2002).

EI principal metodo de control de la garrapata es la aplicaci6n de acaricidas

quimicos, sin embargo, el usc frecuente e indiscriminado de este tipo de pesticidas

ha favorecido el desarrollo de cepas de acaros resistentes a estos, ademas de

impactar negativamente al media ambiente, ademas de provocar la presencia de

residuos quimicos en los alimentos de origen animal (Murgueitio et al., 2010; Perez

et a/., 2009; Fernandez et al., 2008; Linares, 2008; Rodriguez, 2005).

Con el fin de minimizar este problema, en alios recientes el uso de medidas de

control no qufmico ha recibido especial atenci6n, con la idea de favorecer el

desarrollo de programas de control integrado. Entre estas opciones no qufmicas se

1



encuentra, la aplicaci6n de medidas de modificaci6n del habitat, usa de razas

resistentes, quema controlada, control biol6gico y las plantas con caracteristicas anti­

garrapatas (Kaaya, 2000; Quiroz, 2000)

Los metabolitos secundarios son sustancias quimicas producidas par algunas

especies de plantas para su defensa, comunicaci6n y reproducci6n, teniendo estas

cualidades especificas de acuerdo a su ruta biosintetica, entre elias, el efecto contra

garrapata y otros parasitos (Iriarte et al., 2012; Avalos, 2009; Vivanco et a/., 2005;

Prates eta/., 1998).

EI pasta gordura (Melinis minutiflora) , forrajera que crece en zonas tropicales y

subtropicales, caracterizada por secretar una oleorresina por sus tricomas en las

hojas y tallos, los cuales son responsables de un fuerte olor a melaza; el ganado al

inicio no Ie agrada el consumo por el olor, perc se adapta y 10 consume en buena

medida, siendo esta secreci6n propicia del efecto antigarrapata que ahuyenta 0

repele; ademas de presentar el efecto ixodicida a las garrapatas, especialmente a las

larvas, reportado en la Iiteratura como caracteristica de este pasto, efecto que ha

side evaluado en la garrapata R. (B.) microplus y Rhipicephalus appendiculatus en

bioensayos realizados en parcelas y laboratorio, a traves de la presencia de un

compuesto quimico volatil como posible responsable del efecto repelente, donde se

cree necesario realizar investigaci6n del efecto del pasta gordura sobre la garrapata

A. Cajennense, siendo esta garrapata junto con R. (B.) microplus las especies de

mayor importancia econ6mica y productiva (Iriarte et al., 2012; Muro et al., 2004,

Hernandez et al.,1989).

EI prop6sito de esta investigaci6n fue la identificaci6n de los compuestos quimicos de

Melinis minutiflora, asimismo evaluar el efecto ixodicida y repelente (in vivo e in vitro)

sobre larvas Amblyomma cajennense.



2. OBJETIVOS E HIPOTESIS

OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar el efecto repelente e ixodicida de los componentes quimicos presentes

en Melinis minutiflora sobre la garrapata Amblyomma cajennense.

Objetivos especificos

1. Comparar el efecto repelente de respuesta del pasta M. minutiflora, Andropogon

gayanus, Brachiaria brizantha, y Cenchrus ciliaris sobre A. cajennense en

condiciones in vivo.

2. Extraer e identificar los compuestos quimicos del pasta gordura con efecto

repelente relacionado a A. cajennense.

3. Medir la acci6n repelente en larvas de A. cajennense de los aceites esenciales de

Melinis en ambiente in vitro.

4. Valorar el efecto ixodicida de los aceites esenciales de M. minutiflora sobre larvas

A. cajennense en medio in vitro.

HIPOTESIS

Los compuestos quimicos presentes en pasto gordura (Melinis minutiflora) tienen un

efecto repelente e ixodicida en la garrapata Amblyomma cajennense.



3, REVISION DE LITERATURA

3.1. La garrapata Amblyomma cajennense

EI genero Amblyomma corresponde a artr6podos de la c1ase Aracnida, subclase

Acari, orden Parasitiforme, suborden Ixodida, super familia Ixodoidea y familia

Ixodidae, del cual existen identificadas mas de 33 especies entre las que se destaca

la especie A. cajennense, descrita por Fabricius en 1787 (Linares, 2008)

Esta garrapata debe utilizar una serie de adaptaciones que Ie permitan asegurar la

sobrevivencia, ya que por el continuo cambio de hospederos se genera amplias

perdidas, el problema es superado porque la hembra oviposita alrededor de 3,500

huevecillos. Tambien la distribuci6n espacial en el hospedero es considerada como

un factor importante, ya que es posible fijarse en sitios que son de dificil acceso al

hospedero, como la regi6n perianal, inguinal, axilar, cuello y cabeza. Esta especie

esta tambien limitada a factores ambientales como temperatura y humedad, que

oscila entre los 25 - 28°C Y entre los 80 - 90% de humedad relativa, aunque estos

datos son variables (Rodriguez, 2006; Moissant et al., 2002; Alvarez et al., 2000)

3.2. Cicio biol6gico de la garrapata Amblyomma cajennense

EI cicio biol6gico de la garrapata Amblyomma cajenennse, se caracteriza por ser

heteroxena que requiere de tres hospederos (Osorio et al., 2012; Souza, 2011), con

una duraci6n que varia de 235-1416 dias, dependiendo de las condiciones

ambientales. EI cicio biol6gico consiste en una serie de cambios metam6rficos y

consta de 4 estadios: huevo, larva, ninfa y adulto, como se muestra en la figura 1.



Figura 1. Esquema de cicio evolutlvo de Amblyomma cajennense 1. Primer huesped, 2 Segundo

huesped, 3. Tercer huesped. A. Macho adulto; B. Hembra adulta; C. Hembra ovlgera; D. Huevo; E

Huevo con embri6n; F. Huevo con larva; G. Eclosi6n; H. Larva en ayuno; I Larva alimentandose; J

Larva en el suelo muda; K. Ninfa; L. Ninfa parasita; M Muda en la ninfa; N. Adulto en ayuno. Tomado

de Quiroz, (1994)

Estas fases se dividen en los siguientes ciclos. 1) La fase no parasita, que

comprende cuando la hembra se encuentra lIena de sangre en el ambiente,

dividiemdose en cinco periodos; preoviposicion, oviposicion, post-oviposici6n,

incubaci6n y eclosi6n. 2) La fase de encuentro, es el proceso de transferencia de las

larvas de la vegetaci6n al hospedero, que percibe dos periodos: pasivo y busqueda,

en el pasivo es un estimulo posterior a la eclosion de la larva, y en el espacio de

busqueda, estas dependen de su reserva para sobrevivir y detectar desde la parte

superior de las plantas. A partir de aspectos de comportamiento y fisiol6gicos, el

movimiento del cuerpo de los animales hace que aumente su actividad, cuando son

estimuladas por el desprendimiento del dioxido de carbono (C02), acido butirico y

lactico, amoniaco (a partir de desechos de origen animal), calor, sombra y las

vibraciones, estos hacen que adopten una posicion particular al sostenerse en las



dos patas posteriores y extendiendo el par anterior para tratar de adherirse al posible

hospedero. 3) En la fase parasitica, es donde se completa el cicio biol6gico de la

garrapata, localizandose ninfas y adultos (Bissinger, 2010; Alvarez, 2008; Alvarez,

2007; Rodriguez, 2006; Muro et al., 2004; Alvarez et al., 2003),

3.3. Tecnicas de recolecci6n de larvas

De acuerdo a Fernandez (1996), compar6 cuatro tecnicas de recolecci6n de larvas

en parcelas infestadas artificialmente, dos tecnicas de arrastre, la de bandera de un

solo recorrido y bandera de doble recorrido, mas dos tecnicas con CO2. una de plato

con hielo seco y otra barril con hielo seco, obteniendo el mejor resultado con la

tecnica de arrastre de bandera en doble recorrido, ya que se recolect6 la mayor

cantidad de larvas.

3.4. Deterioroen el animal

La picadura de garrapatas de Amblyomma cajennense puede producir dolor,

irritaci6n e inquietud de los animales, paralisis por la neurot6xicas contenidas en su

saliva, perdida considerable de peso como consecuencia de un abundante

parasitismo (se estima que para completar su cicio, se ingiere de 1 a 3 mL de

sangre), e incluso genera un cuadro de anemia. Son factores predisponentes de

infecciones secundarias y pueden transmitir microorganismos causales de Fiebre de

Q (Coxiella bumett) , Tularemia (Francisella tularensis), 0 la Fiebre manchada de las

montanas rocosas (Rickettsia ricketsit) , en Mexico se Ie reporta como transmisora

mecanica de Anaplasmosis y Brucelosis (Quijada et al., 2005).

La acci6n pat6gena anterior descrita repercute en el estado de salud del hospedero,

en menor 0 mayor magnitud, dependiendo del grade de infestaci6n, estado

nutricional y raza del ganado, entre otros factores este dana es expresado en perdida

de peso y reducci6n de leche en hembras lactantes, principalmente (Castelblanco et

al,,2013).



3.5. Metodos de control

EI control esta basado casi exclusivamente en la aplicaci6n de garrapaticidas en la

fase de vida parasita en el animal (donde esta cerca el 5% de la poblaci6n de

parasitos), siendo que en los pastos existe una gran poblaci6n disponible (alrededor

del 95%) para infestar 0 reinfestar al hospedador (Saueressig, 2002)

3.5.1. Usodeproductosquimicos

En el control quimico, el metodo mas eficiente para el control de garrapatas es la

utilizaci6n de productos quimicos a una frecuencia de tratamientos variables,

dependiendo del nivel de infestaci6n de los animales. Los productos quimicos se

agrupan en familias que presentan similitud en su estructura qUimica y sitio de

acci6n; sin embargo se presentan diferencias en cuanto al sitio de acci6n entre

parasitos de diferentes generos, siendo muy pocos los que tienen acci6n cruzada. EI

metoda quimico utilizado como herramienta de control, se puede utilizar

considerando varias estrategias: la aplicaci6n y formulaci6n del producto, la selecci6n

depende de la costumbre de los productores, recursos disponibles y el impacto

econ6mico al sistema productivo.

Actualmente existen en el mercado seis grupos de productos quimicos para el control

de garrapatas en Mexico: los Organofosforados, Piretroides, Amidinas, Endectocidas,

Fenilpirazolonas e Inhibidores del desarrollo. Ademas se encuentran las mezclas de

estos, de los cuales se recomienda a los productores un usa apropiado para no

generar resistencia del acaro (Rodriguez, 2006).

3.5.2. Manejo de control no quimico

Limpieza mecanica de la vegetaci6n. En el control no quimico esta la Iimpieza

mecanica del pastizal, el corte de la vegetaci6n reduce la densidad de garrapatas de

un 50 a 85% por hectarea, esta practica podrfa ser utilizada para el control de

Amblyomma cajenennse, que como ya mencionamos, garrapata muy abundante en



medios nativos de zonas tropicales y subtropicales del pais. Se ha observado que la

aplicaci6n de herbicidas en la vegetaci6n foliar de porte bajo es menos eficaz a la

limpieza mecanica del control de la garrapata, siendo mas efectiva para la etapa de

larva (Fernandez, 1999)

Quema controlada. EI fuego afecta directamente a las garrapatas por la exposici6n

que sufren a altas temperaturas los estados de larva, hembra adulta y huevecillo,

indirectamente tiene un efecto por la destrucci6n de la capa de vegetaci6n que Ie

sirve de protecci6n a la garrapata (Rodriguez, 2006).

Rotaci6n de potreros. EI fundamento de este sistema es impedir que las garrapatas

en su forma de larva activa, encuentren al hospedero para que sucumban por

inanici6n, el sistema de rotaci6n necesita el descanso obligado de las pasturas, por

espacio de tiempo que varia de acuerdo al lugar, indice de agostadero y cantidad de

garrapatas, pero por 10 general no va mas alia de 3 meses; sin embargo existe cierta

inconformidad para utilizar este sistema por considerarlo que hay perdida de pastura,

10 que resulta cierto, porque es necesario evaluar los costos de mantener algunos

potreros altamente infestados de garrapata y otros sostenidos en limite tolerable y

conveniente (Fernandez, 1999).

Razas resistentes. La resistencia en el ganado, el uso de animales resistente a la

garrapata se puede lograr por la selecci6n de estos, a los que se les note menos

poblaci6n y su posterior cruzamiento con otros animales con la misma caracteristica;

ademas de introducir el encaste del Bos indicus, ello dependera de las necesidades

del tipo de explotaci6n (Frish, 1999; Fernandez, 1999).

Plantas anti-garrapata. Se ha descrito que varias especies de garrapatas dependen

no solamente de la presencia de vegetaci6n de tamano menor, como los pastos, ya

que el matorral y maleza 10 requieren para mantener su balance hidrico; tambiem se

emplea a las plantas como plataforma para aumemtar la posibilidad de alcanzar al

animal susceptible de ser parasitado, esta relaci6n puede ser utilizada por plantas



que interfieren con la etapa del encuentro entre la garrapata y hospedero, y

principalmente en vacunos al utilizar plantas que tengan propiedades antigarrapatas

(Castelblanco et al., 2013; Fernandez et al., 2004a).

3.6. Plantas forrajeras con propiedades contra la garrapata

Ensayos realizados en plantas forrajeras determin6 que Melinis minutiflora,

Andropogon gayanus, Brachiaria brizantha, Hiparrhenia ruta y las leguminosas

Stylosanthes humilis S. hamata, Gynandropsis ginandra, Leucaena leucocephala,

Macroptilium artropurpureum presentan efecto de repelencia al exponer la garrapata

al forraje (Fernandez, 2004a; Muro et al., 2004; Gohole et aI., 2003; Lwande et al.,

1999; Prates et al., 1998; Mwangi et al., 1995; Hernandez et al., 1989; Hernandez et

al., 1982; Thompson etal., 1978).

Cabe mencionar que estudios realizados en otras plantas como Dyospiros anisandra,

se ha demostrado la propiedad repelente (Rosado et al., 2008), la revisi6n de

Williams (1996), describe el potencial de control con varios extractos y compuestos

aislados de tallo y hojas del arbol Nim, experimentos de laboratorio y campo

revelaron que el extracto de la arb6rea es toxico para mas de 400 especies de

insectos y acaros plaga, citando especialmente a R. (B.) microplus y Amblyomma

cajennense, algunos de los cuales han desarrollado resistencia a los pesticidas

convencionales.

3.6.1. Gramineas con propiedades de repelencia a garrapata

Existen gramineas forrajeras tropicales y subtropicales que tienen la caracteristica de

repeler 0 atrapar a larvas de garrapata que afectan al ganado bovino en pastoreo, en

particular larvas de Rhipicephalus (B.) sp. y Amblyomma sp., entre estas refieren a

los pastos: gordura, insurgentes, lIanero y jaragua. EI efecto antigarrapata de

gramineas se debe a diferentes motivos, por ejemplo el paste jaragua ofrece

temperatura y humedad desfavorables para el desarrollo de larvas, afectando la



sobrevivencia de estas. EI zacate gordura se caracteriza por secretar una oleorresina

por sus largos y numerosos tricomas en sus hojas y tallos, es responsable de un

fuerte olor a melaza, secreci6n que propicia el efecto repelente, que ahuyenta a la

larva impidiendo que ascienda a la punta del pasto para esperar al hospedero. La

planta de insurgentes a traves de sus vellos pequelios y finos que proliferan del

macollo, genera una secreci6n densa con olor caracteristico que repele las larvas. EI

lIanero Ie corresponde el efecto por alta densidad de largas vellosidades no

glandulares, que se manifiesta mejor en plantas maduras de 6 meses (Fernandez et

al., 2004a; Muro et al., 2004; Cruz, 2000; Prates et al., 1998).

3.6.2. Comparaci6n de forrajeras anti-garrapatas

Muro et al. (2003), demostr6 que las leguminosas forrajeras Stylosanthes humilis y S.

hamata, presentan propiedades de repelencia a larvas de Boophilus microplus,

oscilando en un 68 - 92% para S. humilis y 70 - 82% para S. hamata, de acuerdo a

ensayo in vitro. Por su parte Fernandez et a/. (2004b), efectuaron una comparaci6n in

vivo de cuatro leguminosas infestandolas durante cinco estaciones con larvas de R.

(B.) microplus, se implementaron 24 parcelas de 35 m2
, separaci6n de 1 m entre

elias, cada parcela con cinco subparcelas de 5 x 1 m de ancho, pasillo de 0.5 m de

ancho entre subparcelas, se infest6 con 5000 larvas, utilizandose para la recolecci6n

de larvas la "Tecnica de Bandera" a los 7, 14 Y 21 dias posteriores a infestaci6n en

cada epoca, lograndose la importancia que las cuatro leguminosas manifiestan el

efecto repelente.

Fernandez et al. (2004a), al realizar comparaci6n anti-garrapata en dos pastos,

gordura (Melinis minutif/ora) y lIanero (Andropogon gayanus) hacia R. (B.) microplus,

se utiliz6 como control el pasta buffel (Cenchrus ciliaris), el estudio realizado durante

tres alios (estaciones) en parcelas establecidas, se infestaron con 5000 larvas, en la

recolecci6n de larvas se emple6 el Metodo de Barrido con una manta, se contaron

las larvas adheridas y se mostr6 que M. minutif/ora y A. gayanus manifestaron el
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efecto repelente, donde M. minutiflora expres6 un mayor resultado de repelencia

(P<0.05) en tres estaciones de otono consecutivas.

Estudio de Cruz (2000), evalu6 el efecto repelente contra larvas de Boophilus

microplus en pasta Andropogon gayanus y el testigo el pasta Cenchrus ciliaris, se

efectu6 en cuatro infestaciones con 10,000 larvas a diferentes edades de las plantas

a 3, 6, 9, Y 12 meses de edad en parcelas de 4.8 m2
, el resultado fue a traves de la

recuperaci6n de larvas en parcelas por el metoda de bandera, periodo de cuatros

semanas despues de la infestaci6n, se obtuvo repelencia en A. gayanus unicamente

en plantas maduras de 6 meses de edad 0 mas, teniendo una respuesta altamente

significativa (P <0.01) con respecto al control C. ciliaris

Lwande et al. (1999), efectu6 comparaci6n de repelencia frente a Rhipicephalus

appendiculatus en compuesto comercial N,N-dietiltoluamide y sustancias quimicas

del vegetal Gynandropsis gynandra, el procedimiento de extracci6n de aceite

esencial fue par hidrodestilaci6n, la identificaci6n de los compuestos por

cromatografia Iiquida de aceites volatiles, combinada por cromatografia de gases­

espectrometria de masas de aceite volatil, el extracto se evalu6 en bioensayos de

repelencia, el resultado expres6 el efecto aditivo de los compuestos quimicos de G.

gynandra, la mayor repelencia fue en producto comercial, ademas la mayor

proporci6n fue en carvacrol (29.2%), trans-fitol (24.0%), linalol (13.3%), trans-2­

metilciclopentanol (7.2%) y l3-cariofileno (4.4%), los de mayor repelencia fueron m­

cimeno, nonanal, 1-a-terpineol, l3-ciclocitral, nerol, trans-geraniol, carvacrol, l3-ionona,

trans-geranilacetona y nerolidol.

De acuerdo con Aparecido et al. (2010), el aceite esencial de Eucalyptus citriodora a

concentraci6n de 50%, e igual para Cymbopogon nardus present6 un efecto

acaricida en larvas de Amblyomma cajennense de 53.1 % Y61.1 %, respectivamente;

ademas en Anocentor nitens el aceite esencial de C. nardus al 50% con misma

concentraci6n que Eucalyptus citriodora se report6 el 100 % de mortalidad en A.

cajennense. Por su parte Bissinger (2010), afirma que hay productos naturales con
11



propiedad repelente contra mosquitos y garrapata, a base de monoterpeno (para­

metano-3,8-diol) en conjunto con citronelol, citronela, geraniol, isopulegol y delta

pineno en el arbol de goma de Australia (Corymbia citriodora), el 2-undecanona

(metil-nonil) fue aislado a partir de tricomas glandulares en tomate silvestre

Lycopersicon hirsutum, se presento la mayor repelencia en prueba de papel filtro en

especies de Amblyomma sp y Dermacentor sp en 98.1% hacia DEET (N, N-dietil-3­

metilbenzamida). Igualmente el acido graso dodecanoico (Iaurico) fue evaluado en el

coco y almendra, se presento repelencia de 86.5% en bioensayos contra garrapata

Ixodes recinus (Ferreira, 2011).

Bioensayo realizado por Velazquez et al. (2011), demuestra un efecto acaricida de

extractos vegetales a diferentes concentraciones, se present6 un 100% de

mortalidad a larvas de R. (B.) microplus, en la identificacion de compuestos del aceite

esencial se atribuye el resultado acaricida en los vegetales de estudio: en comino

(cuminaldehido aI22.03%, y-terpineno 15.69%, 2-Caren-10 12.89%), en pimienta de

Jamaica (metilo eugenol 62.7%, y eugenol 8.3%), en albahaca (Iinalol 30.61% y

estragol 20.04%), esta planta sin efecto repelente. Por su parte Silveira et al. (2007),

evaluo el efecto acaricida de componentes quimicos: timol, mentol, acido salicilico y

salicilato de metilo a R. (B.) microplus, en tres concentraciones (0.25, 0.5, Y 1.0%),

cinco repeticiones mediante prueba de paquete de larvas, obteniendose para timol

una tasa de mortalidad de 100% y para los demas de 0.52 a 9.76% respectivamente.

Tambien Carroll et al. (2007), realize bioensayo de repelencia ensayando dos

terpenoides aislados de Callicarpa americana (Lamiaceae) en contra de ninfas de

Ixodes scapularis y garrapata Amblyomma americanum, los terpenoides calicarpenall

e intermedeol a concentracion de 155 nmol/m2 mostr6 repelencia de 98 y 96% hacia

I. scapularis, respectivamente y para A. americanum de 20 y 40%.
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3.7. Mecanismo de defensa de las plantas

Se han localizado cerca de 3000 metabolitos secundarios de origen vegetal con

actividad biol6gica sobre distintos organismos, los compuestos fotoquimicos

comprenden amplia variedad de estructuras quimicas, se mencionan los terpenoides,

alcaloides, compuestos fen6licos, azufrados, iridoides, esteroides, entre otros

(Mareggian, 2001).

Metabolitos primarios. AI conjunto de reacciones quimicas que tienen lugar en

organismo vegetal componen su metabolismo, la mayor parte del carbono, nitr6geno

y energia culminan en elementos de las cedulas, necesarios para el funcionamiento

de los organismos, se refiere a aminoacidos, nucle6tidos, azucares y lipidos en las

plantas que desempeiian funciones denominadas metabolitos primarios (Avalos,

2009).

Metabolitos secundarios. AI conjunto de reacciones qUimicas que efectuan las

celulas de los seres vivos para sintetizar sustancias complejas, a partir de otras mas

simples, tambien se conocen para degradar complejas y obtener las simples; las

plantas son organismos aut6trofos que ademas del metabolismo primario tienen

metabolismo secundario, les permite producir y acumular compuestos de naturaleza

quimica diversa, a los compuestos derivados del metabolismo secundario se

nombran metabolitos secundarios, se distribuyen diferencialmente entre grupos

taxon6micos, presentan propiedades biol6gicas que realizan funciones ecol6gicas,

se caracterizan por diferentes usos y aplicaciones como medicamentos, insecticidas,

herbicidas, perfumes 0 colorantes, entre otros (Avalos, 2009; Acosta et al., 2007).

Metabolitos secundarios de tricomas. Los metabolitos secundarios de tricomas de

varias especies vegetales juegan un papel importante en la protecci6n fitosanitaria

contra insectos, se agrupan monoterpenos con caracteristicas insecticidas. Estudio

de Prates et al. (1998), atestiguan actividad acaricida con procedimiento descrito por

Stone y Haydock (1962), se manifiesta que el aceite esencial de M. minutiflora tuvo
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una mortalidad de 100% al contacto ante las larvas en tiempos diferentes, se mostr6

que 1,8-Cineol, Hexanol y Citronelol fueron letales al tiempo de 5 min, ~-pinene

mostr6 letalidad a 10 min, linalol a 15 minutos, isopinocamphone a 45 min y alcanfor

a los 60 min, los principales componentes fueron acido propi6nico (43.0%) y

monoterpenoide 1,8-cineol (10.6%).

3.8. Solventes para la extracci6n de aceites esenciales y su efecto en

garrapata

EI metoda de extracci6n por destilaci6n ha side utilizado por varios investigadores,

pero el solvente ha variado entre elias, Muro et al. (2004) manejaron como mejor

elecci6n la acetona en M. minutiflora; Muro et aI., (2003), emplearon el hexane en la

extracci6n de leguminosas (Stylasanthes humilis y S. hamata); Sutherst et al. (1982),

manejaron el metanal para extracci6n del aceite esencial de Stylasanthes; Calle

(1983), aplic6 el eter de petr61eo en M. minutiflara; Prates et al. (1998), utilizaron el

salvente eter dietil en M. minutiflara , par 10 que el uso de solventes distintos revela

una cantidad diversa de compuestos quimicos identificados en la cromatografia y

espectrometria.

AI respecta De Souza (2003), midi6 la sensibilidad de la garrapata R. (B.) microplus a

los solventes: alcohol metllico, etilico, acetona, DMSO, acetato de etila, mistura de

triton y xilol, utilizanda tecnicas de sensibilidad en papel impregnado, inmersi6n de

larvas y sumersi6n de garrapatas ingurgitadas, donde se obtuvo la menor mortalidad

en papel impregnado e inmersi6n, el solvente alcohol etilico tuvo el menor efecto

garrapaticida con 3.9% de mortalidad.

Rodriguez et al. (2009), analizaron el efecto de Rhipicephalus (B.) microplus en

extractos alcoh61icos de cinco plantas con diferente metodo de extracci6n y distintas

diluciones, por la tecnica de lixiviaci6n se tuvo una eficacia en diluciones de 5:10 en

tabaco, caso inverso para extractos alcoh61iccis en vegetales: Bidens pilasa

(chipaca), Brugmasia arb6rea (borrachero), Sambucus nigra (sauco) y Ambrosia
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cumanenses (altamisa), que no fueron efectivos con la tecnica Sohxlet, se observ6

eficacia hasta la diluci6n de 7.5:10 en altamisa, de 5:10 (borrachero), y 2.5:10 en

tabaco, habiendo mortalidad de 80%, 60% y 85%, respectivamente. No obstante a

que los ex1ractos de chipaca y sauco no fueron eficaces, se tom6 como minimo

efectivo la mortalidad del 60%, los ex1ractos de plantas utilizadas tuvieron el efecto

ixodicida, aunque solo en algunos casos, ya que la mortalidad no alcanza el minima

de eficacia, ademas los ex1ractos de tabaco, borrachero y chipaca mostraron mas

validez cuando fueron analizados por la tecnica Sohxlet.

Elango (2011), al realizar ex1ractos alcoh6licos de plantas por metoda Sohxlet,

utilizandolos contra R. (8.) microplus obtuvo un 100% de mortalidad con la prueba de

paquete de larvas, en los ex1ractos manej6 como solvente organico metanol en A.

marmelos, A. lineata, A. paniculata, C. hirsutus, E. prostata; similar procedimiento

emple6 Tob6n (2011) con metanol en metodo Sohxlet para la ex1racci6n en M.

minutiflora. De igual forma Goncalves et al. (2007), demostraron en pruebas de

paquete de larvas e inmersi6n de adultas de R. (8.) microplus, que el solvente

acetona produce una mortalidad de 100% para los solventes metanol y solo etanol el

resultado de 45.3 y 14.2%, respectivamente.

3.9. Identificaci6n de los componentes de los aceites esenciales

Muro et al. (2004), estudiaron la identificaci6n de compuestos quimicos en M.

minutiflora por cromatografia de gases acoplado al espectr6metro de masas,

equipado con selector de masas numero 5973, para la separaci6n cromatogratica se

utiliz6 una columna capilar (HP num. 19091-433, 30 m x 0.2 mm), cubierta con metil

siloxano (0.25 IJm de grosor) y helio como gas de arrastre. La temperatura inicial de

150°C y maxima de 325°C, tiempo inicial de tres minutos y gradiente de 4°C por

minuto, un tiempo total de 60.5 minutos a una presi6n de 13.28 psi.

La identificaci6n con cromatograffa de gases acoplada al espectr6metro de masas

que realizaron Prates et a/. (1998) en M. minutiflora, fue un metoda diferente al
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efectuado por Muro (2004), con equipo Hewllet-Packard 5890 HP, columna capilar de

numero (30 m x 0.2 mm y diametro interne 0.25 jJm), donde se aplic6 helio como gas

de arrastre, en fase estacionaria SE-54, temperatura inicial de 50 a 180cC, gradiente

de 4cC por minuto, en seguida 20cC/min hasta 250 cC, y detector de masas con

modelo HP 5971. Asi como en la identificaci6n de compuestos en planta

Gynandropsis ginandra se manej6 distinto cromat6grafo de gases, siendo acoplado

al espectr6metro de masas (Lwande ef al., 1999).

3.10. Aplicaci6n de Tecnica de Paquete de larvas y Prueba de Olfact6metro

Para la prueba de paquete de larvas (PPL) se ha empleado como bioensayo para

evaluar la eficacia de compuestos sinteticos y extractos de origen natural relativo a la

garrapata, tecnica que adoptada por la FAO como una principal prueba de

diagn6stico de resistencia en garrapata, consiste en exponer larvas en superficie de

papel filtro, previamente impregnado con ixodicidas, la mortalidad larval se cuantifica

24 horas despues de su exposici6n (Rosado ef al., 2008; Alonso ef al., 2006; Stone,

1962). Por su parte la tecnica de repelencia por medio de tubo de cristal con forma

de Y-olfact6metro, ha side empleada para evaluar la repelencia de larvas de

garrapata en extractos vegetales diferentes, donde la han evaluado Muro ef al.

(2004), Gohole et al. (2003), Muro et al. (2003), Lwande ef al. (1999), Mwangi ef al.

(1995), y Ndungu etal. (1995).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Localizaci6n experimental

Etapa experimental 1. Evaluaci6n de repelencia (Prueba de Barrido) en los pastos:

M. minutiflora, Andropogon gayanus, Brachiaria brizantha y Cenchrus ciliaris a larvas

de A. cajennense, efectuandose en sitio del Ejido de Mora del municipio de Tepic,

Nayarit, con ubicaci6n geografica a 21°, 29' LN Y 104°, 53' LO.

Etapa experimental 2. Ex1racci6n e identificaci6n a nivel in vitro de aceites esenciales

en M. minutiflora, la obtenci6n de ex1ractos se realiz6 en el Laboratorio de

Bioquimica de la Universidad Aut6noma de Nayarit, la ubicaci6n geografica de 21°,

29' LN Y 104°, 53' LO. EI proceso de identificaci6n de compuestos quimicos se

realiz6 en el Laborat6rio de Fitobioquimica del Departamento de Biotecnologia y

Bioquimica, CINVESTAV Unidad Irapuato, la ubicaci6n geografica a 20°,40' LN Y

101°,20' LO.

Etapa experimental 3. La prueba de repelencia se realiz6 en Laboratorio de

Resistencia y Taxonomia en Garrapata del Comite Estatal para el Fomento y

Protecci6n Pecuaria de Nayarit, ubicado en Tepic, Nayarit, la ubicaci6n geografica de

21°,31' LN Y 104°, 54' LO Y altitud de 920 m

Etapa experimental 4. La prueba ixodicida, tambien se realiz6 en mismo Laboratorio

con localizaci6n y ubicaci6n geografica ya descrita.

4.2. Caracteristicas del material experimental

La semilla del pasto gordura (Melinis minutiflora) se obtuvo del Centro Nacional de

Investigaci6n Disciplinaria en Parasitologia Veterinaria (CENID-PAVET),

instalaciones del INIFAP en el estado de Morelos, siendo empleada en sitio

experimental descrito para su establecimiento al ini"cio del periodo de lIuvias, en julio

del 2011. Ademas del gordura se establecieron otros pastos: insurgentes (Brachiaria
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brizantha), lIanero (Andropogon gayanus) y buffel (Cenchrus ciliaris) , se obtuvo la

semilla en casa comercial, donde se mantuvieron Iibres de maleza para su

desarrollo.

Para la asignacion de parcelas experimentales y tratamientos, el terreno fue

preparado con labores de barbecho, rastreo y surcado, se emplearon estacas para

demarcar las 24 parcelas de 35 m2 cada una, a distancia entre elias de 1 m. Los

pastos 0 tratamientos y sus repeticiones fueron asignados aleatoriamente, como se

muestra en la Figura 2 de localizacion en el terreno, los tratamientos: (T1 gordura, T2

lIanero, T3 insurgentes y T4 buffel), seis repeticiones cada uno, cada parcela con

cinco unidades de muestreo (5 m de largo X 1 m de ancho), pasillos de 0.5 m entre

elias y la unidad de muestreo se conformo per 3 surcos.

Figura 2. Distribucion de las parcelas experimentales, tratamientos y repeticiones

C
A
R
R
E
T
E
R
A

EI establecimiento de los pastos en parcelas experimentales fue al inicio del periodo

de lIuvias, antes descrito. Asignadas las unidades de muestreo en las parcelas y

previa a la siembra, se realizo prueba de germinacion de la semilla para su viabilidad,

la siembra fue manual a chorrillo poco denso, depositfmdose en fonda del surco,

cobertura de suelo de la semilla (5 em), densidad de semilla de 12 kg/ha de los
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zacates y distancia entre surcos (ver la figura 3) de 25 cm (Fernandez et al., 2004;

Aguirre et al., 2001). Se utiliz6 fertilizaci6n basica (100-50-50 Kg de Nitr6geno­

Fosforo-Potasio de NPKlha), aplicandose el 50% del nitr6geno y demas nutrientes al

inicio de siembra, el resto del N a 45 dias despues de siembra, ademas se aplic6

Parati6n metilico al 3% para el control de hormigas, las plantas estuvieron

desarrolladas a los 90 dias para evaluar la biomasa forrajera en las pruebas en

condiciones de in vivo e in vitro (Fernandez et al., 2004)

Figura 3. Siembra de cada pasta (Melinis minutiflora, Brachiaria brizantha, Andropogon gayanus.

Cenchrusciliaris),enparcelasasignadasalazar

4.3. Preparaci6n y obtenci6n de material y extractos para aceites esenciales

de M. minutiflora e identificaci6n de compuestos quimicos.

La prueba para condiciones in vivo. AI inicio del otono se realiz6 un corte de

uniformizaci6n de los pastos 0 tratamientos, a 40 cm de altura y 90 dias de fecha de

siembra, para uniformizar (observar Figura 4) la distancia de recorrido de larvas

infestadas en prueba de Barrido por el metodo de Bandera (Fernandez et al., 2004b).
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Figura 4. Corte de uniformizaci6n a 40 em de altura y 90 dlas de siembra de pastos 0 tratamientos

La preparaci6n de pruebas en medios in vitro. La obtenci6n de extractos para evaluar

los aceites esenciales en M. minutiflora se realiz6 posterior a 90 dias de siembra y

crecimiento de plantas, se tomaron muestras por triplicado, formandose dos

tratamientos para esta variable (T, Tallo, y T2 Hoja), previa al proceso de extracci6n

se fraccion6 el forraje (tallo y hoja), se pesaron 50 9 de cada muestra e iniciandose la

preparaci6n del equipo Soxleth, se coloc6 un papel filtro (Whatman No.1) en parte

del extractor del equipo, luego de colocarse la muestra correspondiente del pasto, se

vertieron 150 mL del solvente etanol a 96% en el matraz del equipo, lista la muestra

en equipo Soxleth, se procedi6 una hora para el primer reflujo y dejandose 2 horas

mas hasta efectuar 4 reflujos por muestra, el procedimiento fue a ao·c. En seguida

se vaci6 el extracto crudo en frasco ambar, se almacen6 a 4·C hasta siguiente

procedimiento. Los extractos se concentraron por evaporaci6n del solvente en equipo

denominado Roto evaporador (ACME~ a temperatura 40 a 50·C, cada muestra se

cuantific6 para tener el pesaje de extracci6n. A continuaci6n cada muestra fue

resuspend ida en 50 mL en solvente etanol a 99.5%, se colocaron en frascos ambar
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para la prueba de ensayo in vitro, su analisis se lIev6 a cabo en el cromat6grafo de

gases acoplado al espectr6metro de masas

Figura 5. Procesodeexlracci6n con calorulilizandoequipoSoxlelh

4.3.1. Incubaci6n de garrapatas y obtenci6n de larvas (A. cajennense)

La obtenci6n de larvas. EI primer paso fue la obtenci6n de garrapatas para la

reproducci6n de larvas de A. cajennense, se colectaron acaros adultos ingurgitados

en localidades identificadas por el personal del Laboratorio de Resistencia y

Taxonomfa de Garrapata, del Comite de Fomento y Protecci6n Pecuaria de Nayarit.

La colecla de garrapatas en etapa de preoviposici6n fue manual y directamente del
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vacuno para comprobar la taxonomia con microscopic Estereoscopico (ZEISS~.

Luego fueron depositadas 10 garrapatas por caja en 18 cajas Petri. Para la obtencion

de huevecillos se utilizo incubadora (Precision Incubator®, modele 6) en condiciones

de 27 ± 2°C, humedad relativa 80-90% para estimular la oviposicion de garrapatas en

un periodo de 14 dias.

Inmediatamente despues se colectaron los huevecillos de garrapatas, se pesaron

250 mg en bascula (ADAM~, un equivalente aproximado (ver figura 6) a 5,000

huevecillos (Muro et al., 2004), estos se colocaron en viales de vidrio de 15 ml con

tapon de algodon, a continuacion se incubaron durante 19 dias hasta la eclosion de

las larvas, que se mantuvieron en incubadora por 15 dias de post-eclosion,

quedando asi disponibles para los bioensayos.

Figura 6. ColectadehuevecillosdeA. cajennense, pesaje de 250 mg (en aprox. 5000 larvas)
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4.4. Metodologias de Bioensayos en contextos in vivo e in vitro

4.4.1. Investigacion de etapa experimental 1, efecto de pastos M. minutiflora,

A. gayanus, B. brizantha y C. ciliaris a garrapata A. cajennense en ambiente in vivo

Los tratamientos T, M. minutiflora , T2 A. gayanus, T3 B. brizantha y testigo T4 C.

ciliaris asignados aleatoriamente, seis repeticiones en cinco unidades de muestreo

por repeticion, algunos materiales no desarrollaron favorablemente, por 10 cual se

realizo la prueba de Barrido para el T, con 30, T2 25, T3 20 Y T4 25 unidades de

muestreo. La variable dependiente fue el numero de larva adherida a la franela

(Fernandez et al., 2004a)

La prueba se condujo de la siguiente forma, el proceso de infestacion consistio en

colocar aproximadamente 5000 larvas de A. cajennense en cada unidad de muestreo

de cada repeticiones y tratamientos, procedimiento realizado entre las 7-8 hrs AM, se

colocaron las larvas en porcion basal de los tallos de pastos, posteriormente se

orienta el vial con larvas activas en la unidad de muestreo, por el centro del transecto

se desplazo linealmente hacia los extremos para facilitar la salida de las larvas del

vial y asi asegurar la distribucion uniforme de la infestacion (Fernandez, 1996).

Colocadas las larvas para prueba de Barrido en tecnica de Franela, que consistio en

emplear una tela de color blanco de 2 X 1 m, colocandose en la parte posterior un

tubo de PVC de 1.2 m, atado con fibra de nylon y para proveer mayor contacto con el

tapiz vegetal se pusieron plomos en la parte inferior, en el extrema anterior de la

manta se fijo tambien una tabla para mayor soporte, a continuacion se desplaza esta

sobre el follaje de pastos durante un minuto, otorgandose 5 deslizamientos en

transectos del area experimental.

Posteriormente se efectuaron los barridos en las unidades de muestreo, que

consistio en el deslizamiento de la manta sobre la biomasa por cada componente de

muestreo y tratamiento en los tiempos de 7, 14 y 21 dias de post-infestacion.
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Subsiguientemente se identificaron los registros de parcela, unidad de muestreo,

pasta y fecha, las muestras de larvas de A. cajennense se cuantificaron en

Laboratorio con ayuda de lupa estereosc6pica, considerandose como larva infestante

aquella adherida (ver figura 7) a la superficie de la manta (Alvarez, 2007; Fernandez

etal.,2004b)

Figura 7. PruebadeBarridoen unidad de muestreocon melododeFranelaentratamientosdeM

minutiflora,A. gayanus, B. brizanthayC. ciliaris.

EI analisis estadistico se utiliz6 un diseno de Bloques Completamente al Azar

(DBCA) con un arreglo de parcelas divididas con medidas repetidas (Litell et al.,

1998), con cuatro tratamientos (T, gordura, T2 lIanero, T3 insurgentes y testigo T4

buffel), tres tiempos (7, 14 Y 21 d) Y seis repeticiones, los datos se analizaron

mediante un PROC MIXED (Wang y Goonewarden, 2004) y se realizaron contrastes
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ortogonales Ismeans ajustadas a Tukey (P<0.05) con el software estadistico SAS,

versi6n 2002 (Herrera, 2011).

EI modele matematico empleado fue el siguiente:

i=1,2, ... ,r j=1,2, ... ,p k=1,2, ... ,q

I.J = media general

13 1= efecto del bloque completo

T i = efecto del tratamiento j

rt I j = efecto del elemento aleatorio de error sobre la parcela (ij)

Ok = efecto del subtratamiento k dentro de la parcela (ij)

(TO)j k = la interacci6n entre el tratamiento j y el tratamiento k

e ij k = el error sobre la parcela chica (unidad de muestreo) (ijk)

Y IJ k = el valor de la caracteristica en estudio.

4.4.2. Investigaci6n de etapa experimental 2, analisis de compuestos quimicos

de M. minutiflora por cromatografla de gases y espectrometria de masas (CG-EM)

Para la variable de identificaci6n de los compuestos (aceites esenciales) del pasta

gordura la asignaci6n de tratamientos fue T 1 Tallo y T2 Hoja y los extractos vegetales

de esta prueba fue descrita en metodologia para obtenci6n del material experimental.

Los compuestos quimicos a identificar fueron mediante informaci6n resultante del

impacto electr6nico de su masa espectral, orden de elusi6n y tiempo de retenci6n par

CG de compuestos conocidos y mediante el paquete computacional integrado el

equipo de laboratorio, las variables experimentales de esta etapa son la identificaci6n

de compuestos quimicos y % de abundancia relativc;l.
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La prueba de identificacion de compuestos de aceites esenciales fue mediante

equipo con las caracteristicas de CG Agilent Technologies 7890·, temperatura inicial

del homo de 150°C y maxima de 280°C, tiempo inicial de tres minutos y gradiente de

4°C por minuto, un tiempo total de 60.5 minutos, se utilizo presion de 24.942 psi, gas

de arrastre helio grade cromatografico, se empleo columna capilar J&W No. 122­

0162DB-1ms con temperatura maxima de 340°C, longitud nominal de 60 m y

diametro nominal de 0.25 j.Jm, el f1ujo fue constante 1 ml/min, un promedio de

velocidad de 26.906 cm/seg y salida de presion de vacio, se empleo inyector

automatico realizandose cinco lavados en post inyeccion (A) con acetato de etilo y

otras 5 post inyecciones (B) con alcohol isopropilico, el volumen de inyeccion fue de

1 j.JL con jeringa de 10 j.JL, usandose detector de masas selectivo Agilent

Technologies NO.5975C y computadora Helwlett Packard.

Las muestras que se aplicaron al sistema del equipo (ver figura 8), se analizaron y

obtuvieron los picos de elusion de la columna de los compuestos contenidos en cada

muestra, asf como el tiempo de retencion.

Figura 8. Cromat6grafo de gases Agilent Technologies 7890· y detector de masas selectivo Agilent

Technologies NO.5975C utilizado en la detecci6n de componentes de M. minutiflora
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4.4.3. Investigacion de etapa experimental 3, evaluar repelencia (olfactometro) en

larvas de A. cajenennse de aceites esenciales en M. minutiflora en medio in vitro

En la prueba de repelencia la asignacion de tratamientos fueron T1 Tallo, T2 Hoja y T3

Etanol a 99.5% (control), la obtenci6n de extractos de M. minutiflora fue descrita en

descripcion del material experimental, en prueba de 0lfact6metro se aplicaron los dos

extractos vegetales 0 tratamientos (T1 Tallo y T2 Hoja), seis repeticiones y como

control el usc de etanol al 99.5%.

Se utilizo un cristal-olfactometro (ver figura 9) en forma de Y con dimensiones de 9

cm de largo, 0.5 cm de diametro interno y 0.8 cm de diametro externo (Pirex~, el

procedimiento fue impregnar una torunda de algod6n con 1 mL del extracto

correspondiente, se desecaron al ambiente por 24 horas, enseguida fueron

colocados los tralamientos en un brazo del olfaclometro, en el olro brazo se ubic6

otra torunda de algod6n impregnada con etanol al 99.5%, en la parte inferior del

0lfact6metro se instal6 una torunda mas para evitar la salida de larvas, luego fue

introducido lote de 1000 larvas de A. cajennense en el extreme libre del 0lfact6melro,

dejandose ascender en las paredes por 20 minulos, despues se cuanlificaron las

larvas que ascendieron en cada brazo, se utiliz6 un olfactomelro nuevo para cada

ensayo, una vez oblenida la informaci6n se calcul6 el porcentaje de repelencia con la

formula siguiente de Fernandez et al. (2004) y Waladde (1982):

Larvas en el brazo con torunda impregnada

en tratamiento evaluado

Repelencia= -------------

Larvas que subieron a los dos brazos del olfactometro
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Figura 9. Cristal-olfact6metro en forma de Y empleado en pruebas de repelencia en tratamientos de

TalloyHojadeM mlnutiflora

EI analisis estadfstico de resultados del porcentaje de repelencia fueron

transformados mediante la funci6n arco seno para procesar los datos en ANOVA de

completamente al azar y prueba de medias de Tukey (P<0.05) con el paquete

estadistico SAS, versi6n 2002 (Herrera, 2011).

Formula de Arco seno de raiz cuadrada Y: arcsine \'Y = Sin-1 h'Y).

EI modelo matematico empleado fue el siguiente:

i=1,2,3, ... ,t j=1,2,3, .. ,n

Yy = Variable respuesta en la j-esima repetici6n del i-esimo tratamiento

J.l= Media general

'I =Efecto del tratamiento i.

& if =Error aleatorio, donde & if _ N(O, a 2 )
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4.4.4. Investigacion de etapa experimental 4, efecto ixodicida en larvas de A

cajenennse sobre los aceites esenciales en M. minutiflora en condicion in vitro

Para la prueba ixodicida la asignacion de tratamientos fueron T, Tallo, Tz Hoja y T3

Etanol a 99.5% (control), la obtencion de extractos fue descrita anteriormente, la

prueba de paquete de larvas se aplicaron en los dos extractos de M. minutiflora (T,

Tallo y Tz Hoja), seis repeticiones y como control el uso de etanol a 99.5%.

Para esta prueba se tomaron 5 mL de cada extracto, colocandose dos hojas de papel

de filtro (Whatman No. 10), se impregnaron de la solucion en la caja de Petri, se

aplicaron 100 larvas, aproximadamente entre las dos hojas del papel filtro, el grupo

control se preparo de igual forma, perc impregnandose de etanol a 99.5%, las cajas

de Petri fueron cubiertas y selladas, se incubaron por 24 horas a 27°C y a 85% de

HR, transcurrido el tiempo se evaluo el porcentaje de mortalidad de larvas, se

cuantificaron con ayuda de lupa estereoscopica, contador de uso en laboratorio, y

aguja entomologica (ver la figura 10).

Obtenida la informacion se estimo el Porcentaje de Mortalidad de larvas, aplicimdose

la formula de Bravo et al., (2008) y Abbott (1925) siguiente:

% Mortalidad Tratadas - % Mortalidad Control

Mortalidad = _

100 - % Mortalidad Control
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Figura 10. Conleo de larvas muertas y vivas, previa aplicacI6n de extraclo elan61ico de M mmuliflora.

EI analisis estadistico de resultados del porcentaje de mortalidad fueron

transformados mediante la funci6n arco sene para procesar los datos en ANOVA de

completamente al azar y prueba de medias de Tukey (P<0.05) con el paquete

estadistico SAS, versi6n 2002 (Herrera, 2011).

Formula de Arco sene de raiz cuadrada Y: arcsine \Y = Sino' (\'Y).

EI modelo matematico empleado fue el siguiente:

i=1,2,3, ... ,t j=1,2,3,

Yy = Variable respuesta en la j-esima repetici6n del i-esimo tratamiento

f.J = Media general

'; = Efecto del tratamiento i.

6 y= Error aleatorio, donde 6 y_N(O,cr
2

)
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Etapa experimental 1. Evaluaci6n de actividad antigarrapata de pastos M.

minutiflora, A. gayanus, B. brizantha y C. cifiaris sobre larvas de A. cajennense.

Los resultados obtenidos de larvas A. cajennense adheridas en metodo de Franela

muestran diferencias (P<0.05) en los cuatro tratamientos (Figura 11) Y en los tres

tiempos de muestreo (Figura 12). EI efecto repelente fue mayor para Melinis

minutiflora, una repelencia moderada para Andropogon gayanus y Brachiaria

brizantha, el menor resultado para el testigo, Cenchrus ciliaris (Cuadro 1). Esta

investigaci6n se efectu6 en el periodo de otono con las variables climaticas que se

describen en el (Cuadro 2), al inicio de la semana 1 se realiz6 la infestaci6n de larvas

yen semanas subsecuentes se realizaron los tres muestreos.

Los resultados promedio de los tres tiempos de muestreo fueron 2.39 ± 8.7 E.E.

(error estandar) en M. minutiflora, 7248 ± 10.30 A. gayanus, 5648 ± 11.68 B.

brizantha 1192.04 ± 10.3 en C. ciliaris, los cuales difieren de resultados obtenidos en

igual epoca de otono y similares condiciones climaticas del estudio de Fernandez et

al. (2004a), en pastos infestados con larvas de R. microplus adheridas a la manta

utilizando en prueba de Barrido (396 ± 110 en M. minutiflora, 544 ± 136 A. gayanus y

802 ± 176 C. cifiaris, con diferencias estadisticas en estos). La divergencia numerica

marcada de las larvas entre los estudios, es atribuible a que fue evaluado con

distintas especies de larvas, sin embargo la repelencia concuerda en ambos, en las

otras estaciones el mismo autor report6 para invierno 4 ± 6 D.E. (desviaci6n

estandar) en M. minutiflora, 23 ± 6 A. gayanus y diferente a 37 ± 8 en C. ciliaris) ,

primavera (2 ± 1.5 M. minutiflora, 35 ± 26 A. gayanus y 68 ± 6 C. ciliaris) y verano (2

± 1.5 M. minutiflora, 35 ± 26 A. gayanus, 68 ± 6 C. cifiaris), se confirma que existi6

repelencia a larvas solo para M. minutiflora y A. gayanus.
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Cuadro 1. Medias de numero de larvas A. cajennense adheridas a la franela

(Prueba de Barrido) en tres tiempos de muestreo (post-infestaci6n) en pastos

1. M. minutiflora 2.43±0.17Aa 2.53±0.15Aa

2. A. gayanus 131.49±16.97Ab 5408±1697Bb

3. B. brizantha 83.27±19.07Ab 47.87±19.07Bb

1181.15±1697Ac 127681±1697Ac

Media±EE 34959±8.87B 345.33 ± 8.87B

221±0.09Aa

31.88±16.97Bb

3832±19.07Bb

1118.17±16.97Ac

2.39±0.13A

72.48±1030B

56.48±11.68B

119204±103C

Literales mayusculas entre lasfilas para cada tralamiento son dlferentesP<O.05
Literales minusculas entre las columnas para cada tiempo son diferentesP<O.05

Cuadro 2. Condiciones Climaticas de sitio experimental en Mora, Nayarit,

Mexico, al realizar Prueba de Barrido (octubre 2011)

Temperatura 'C media (min-max)

2380(18.76-30.24)

21.85(18.39-26.59)

23.29(18.81-2954)

2218(17.00-28.88)

Fuente: Meteorol6gico, INIFAP2013

8303

89.04

8391

8563

De acuerdo a investigaci6n realizada por Cruz (2000), en parcelas infestadas de

larvas R. microplus en cuatro tiempos de infestaci6n y colecta de larvas (en 3, 6, 9 y

12 meses de post- aplicaci6n) se obtuvieron los resultados siguientes: A. gayanus

2614.0 ± 35.6, 1623.1 ± 32.4, 1100.5 ± 31.8, 1203.1 ± 30.7 y para C. ciliaris 2514.2 ±

33.3, 2255.5 ± 28.9, 1904.0 ± 30.2 y 2453.3 ± 31.8, respectivamente en cada tiempo

de colecta con su desviaci6n estandar, los resultados mostraron un efecto

antigarrapata mayor en A. gayanus que en C. ciliaris, situaci6n similar a 10 logrado en

esteestudio.
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Figura 11. Media de larvas A. cajennense adheridas a la franela (Prueba de

Barrido) de los tres tiempos 7, 14,21 dias post-infestaci6n.

1400 1----- --

I

l
Lilerales diferenles en las barras presenlandiferencia P<O.O5
Abrevialuras: M (M. minutiflora), A (A. gayanus), B (B. brizantha), C (C. ci/iaris)

Par su parte Thompson et a/. (1978), en pasto M. minutiflora y A. gayanus infestados

con 40,000 larvas

180 cm2 de R. microplus obtuvieron los siguientes resultados a 14 dias de post­

infestaci6n, 520 larvas en M. minutiflora y 502 en A. gayanus, a 21 dias 56 larvas en

M. minutiflora y 329 colectadas en prueba de Barrido en A. gayanus, se infiere que

fue recuperado el mayor numero de larvas al compararse con resultado de esta

investigaci6n; 10 anterior se atribuye al numero de larvas utilizadas en la infestaci6n,

ademas se confirma la repelencia de los pastos hacia la garrapata. Igualmente la

acci6n antigarrapata de M. minutiflora tambien coincide con el resultado de Mwangi

et al. (1995) y Furlong (1998).
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Figura 12. Media de larvas A. cajennense colectadas por la tecnica de Barrido a

los 7, 14 Y 21 dias de postinfestaci6n en parcelas experimentales.
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En parcelas de leguminosas y pastos (S. humilis, S. hamata y A. gayanus, C. ciliaris)

infestadas con larvas de R. microplus en una sola epoca de aplicaci6n, se colectaron

321.9 ± 10.6, 1195.9 ± 20.36 y 2389.9 ± 30.7, 2578 ± 29.3, respectivamente en cada

especie forrajera con misma prueba y su desviaci6n estandar (D.E.), manifestandose

una mayor repelencia en las leguminosas Stylosanthes (Fernandez et al., 1999a), y

ademas un efecto similar al encontrado por Sutherst, (1982).

En otras leguminosas (M. arlropurpureum, S. humilis, S. hamata y L. leucocephala),

se obtuvo del igual forma la repelencia con larvas de R. microplus, siendo los

resultados: 255.03 ± 330.92,230.05 ± 261.77,280.28 ± 375.21 y 85.31 ± 205.42, con

su (D.E.), respectivamente (Fernandez et al., 2004b), corroborado el efecto
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antigarrapata en las leguminosas, aunque Fernandez et al. (1999b) no hayan

encontrado el resultado repelente en las leguminosas S. humilis y S. hamata al ario

de establecidas.

Se manifiesta que en M. minutiflora, A. gayanus y B. brizantha se mostr6 el efecto

contra larvas de A. cajenennse, sobresaliendo la mayor respuesta en M. minutiflora ,

por su parte la respuesta antigarrapata se atribuye a las propiedades de los pastos,

donde podria emplear como parte de un programa de manejo integral contra la

garrapata

5.2. Etapa experimental 2. Composici6n quimica e identificaci6n de aceites

esenciales por cromatografia de gases y espectrometria de masas (CG-EM) en M.

minutiflora

Los resultados de componentes quimicos de M. minutiflora identificados por CG-EM,

a partir del extracto de tallo fueron identificados 12 compuestos y para el extracto de

hoja 7 sustancias quimicas se presentan en cuadro 3.

Los compuestos organicos identificados en extractos de M. minutiflora constaron

para tallo 12 componentes, conformando al aceite esencial sobresalen Dibutil ftalato

(34.45%), en seguida Acido 1,2-Bencenedicaboxilico, mono (2-etilhexil) ester

(33.42%) y Acido hexadecan6ico (6.96%), para extracto de hoja se obtuvo similar

resultado que en tallo, los compuestos mayores fueron Dibutil ftalato (25.23%), Acido

1,2-Bencenedicaboxilico, mono (2-etilhexil) ester (59.44%) y heneicosano (3.19%).
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Cuadro 3. Compuestos quimicos identificados por CG-EM, a partir de extracto

de tallo y hoja de Melinis minutiflora

Comp

No

ACldopropan6Ico,2·metll­

,(1,1-dlmetlletll-I,3-

1522

1550 ACldoftahcoundecilester

ACldo9,12­

Octadecadlenolco(Z,Z)­

Acetato01 7-Metyl-Z­

tetradeceno-1-

mono (2..etllhexll) ester

3224 Squaleno

4236

4603

Hoja

ACldopropan6lco.2­

metll-,(l,l-dlmetlletll­

1,3-propaned'lester)

Dibutylftalato

Acetato01 7-Metyl-Z­

tetradecen-1

Nola: Resulladosporlriplicado, seleccionadosdeacuerdoasu repelilividaden cromalograma

Muro et ai, (2004), identifica en M. minutiflora 12 compuestos quimicos par CG-EM,

observando la mayor abundancia relativa en Eicosano 18_53%, Acido linolenico metil

ester 16_08%, Acido Hexadecan6ico 14,20%; encontrando que uno de ellos se

manifiesta en el resultado de esta investigaci6n, el Acido Hexadecanoico 6_96% del
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extracto de tallo, probablemente la causa de estos compuestos distintos sea el

Metodo del CG-EM, el solvente empleado, la columna de CG y las condiciones

ambientales durante el desarrollo del proceso experimental.

De igual forma Prates et al. (1998), encontr6 en M. minutiflora a traves de CG-EM,

resultados similares al de esta investigaci6n, los compuestos Acido propan6ico 43%,

1-8, cineol 10.6%, Hexanol 5%, Pheniletil alcohol 4%, 9-E -eicosano 8%, en pruebas

acaricidas obteniendo hasta un 100% a los 10 minutos de exposici6n de larvas R.

microplus, esta acci6n a traves del aceite esencial de M. minutiflora. Se evidencia la

obtenci6n de dos compuestos en este estudio iguales a los obtenidos por Prates, que

son el Acido propan6ico al 4.33% y 6.67% en tallo y hoja, respectivamente, ademas

de heneicosano al 3.19% en el extracto de hoja.

Los componentes quimicos reportados por Magano et al. (2008), en extractos de

Senna italica en la subespecie Arachoides se encontraron el Acido 2­

Benzenedicarboxilico, dibutyl ester al 2.32%, 1,8-dihidroxi-3-metilantraquinona al

76.41 %, acido 1,2 -Benzenedicarboxilico, bis (2-etilhexil) ester al 20.19%, Acido

hexadecan6ico al 51.55%, Acido 9-hexadecanoico al 11.84%, compuestos

potencialmente responsables del efecto antigarrapata de Hyalomma marginatum

rufipes, y dos de ellos fueron identificados en los dos extractos de M. minutiflora de

esta investigaci6n, que son Acido 2-Benzenedicarboxilico mono (2-etilhexil) y Acido

hexadecan6ico.

De igual manera Lwande et al. (1999), reportan 29 compuestos en la forrajera

Gynandropsis gynandra por CG-EM, siendo los de mayor abundancia el Carvacol

con 29.2%, trans-filol 24%, linaJol 13.3%, trans-2-metilciclopentanol 7.2%, y 13­

cariofileno 4.4%., manifestando m-Cimeno, nonanal, 1-a-terpineol, 13-ciclocitroJ, nerol,

trans-geraniol, carvacrol, 13-ionona, trans-geranil acetona y nerolidol, los de mayor

repelencia en R. appendiculatus, sin embargo no se encontr6 ninguno de estos

compuestos en M. minutiflora del estudio.
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Por su parte Muro et al. (2003), encontraron en las leguminosas Stylosanthes humilis

y S. hamata 16 y 17 compuestos, respectivamente, existiendo los mayoritarios en S.

humilis (Ferroceno 18.3% y (3- sitosterol 14%) y en S. hamata (Acido linolEmico

17.6%), donde se registra la repelencia en S. humilis (68 a 92%) y en S. hamata (70

a 82%).

En otro vegetal Tagetes minuta a traves de la CG-EM, Nchu et al. (2012),

identificaron la presencia de 14 compuestos, los mayoritarios fueron: cis-ocimeno

(28.5%), (3-ocimeno (16.83%) y 3-metil-2-(2-metil-2-butenil)-furan (11.94%); ademas

ratifican la repelencia en ninfas de Hyalomma rufipes expuestas al aceite esencial de

T. minuta hasta 93.61% a la concentraci6n de 0.107 mUmL, resultado distinto a esta

investigaci6n

Asi mismo Leyva et al. (2009), confirman el efecto acaricida de aceites esenciales en

otras plantas, los componentes quimicos en Pimenta racemosa fueron: (4-terpineol

20.7%, 1,8-cineol 20.4%, Eugenol 10.7%, a-terpineol 10.0%), Piper auritum (Safrol

93.24%, Miristicina 4.34%), Piper aduncum (Oilapiol 82.0%), y Chenopodium

ambrosioide (Carvacrol 24.0%, a-terpineol 73.9%, p-cimeno 4.3%); el de mayor

acci6n acaricida fue P. auritum; de la misma manera el compuesto 1,8-cineol

obtenido en P. racemosa fue reportado en extractos de tallo y hoja al 10.6% en M.

minutiflora por Prates et al. (1998). Por su parte Bissinger (2010), aislando el

compuesto 2-undecanona (metil-nonil) a partir de tricomas glandulares de tomate

silvestre Lycopersicon hirsutum y al realizar la prueba con papel filtro ante

Amblyomma sp obtuvo un 98.1% de repelencia, dato superior (72 a 78%) allogrado

en M minutiflora del estudio.
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5.3. Etapa experimental 3, repelencia en larvas A. cajennense de aceites

esenciales de M. minutiflora

Los extractos de M. minutiflora mostraron efecto repelente ante A. cajennense en

bioensayo efectuado, los resultados se presentan en cuadro 4, indicandose el

porcentaje correspondiente en cada extracto del pasta

Figura 13. Bioensayo de repelencia de larvas Amblyomma cajennense can

extractos de tallo y hoja de M. minutiflora en solvente etanol a 99.5%

800

Tallo

Hoja

8 Control

larvasutilizadas Efectodel Efectode larvasrepelidas
Extracto EtanoI99.5% %

Nota: En lratamiento co~e UtITiz6 solo etanel a1 99.5% en ambOs brazos del tubo -olfacl6melro
(midiendo solo el efecto de solvenle)

Asimismo los resultados de repelencia para los extractos de M. minutiflora en A.

cajennense (cuadro 5), manifestaron respuesta significativa (P<O.05) de 72 a 78% de

y respecto al tratamiento control, dandose una media de 48% de larvas (Figura 13 y

14).
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Cuadra 4. Medias de repelencia de larvas de Amblyomma cajennense con

extracto etan61ico en Melinis minutiflora

Extractos

Tallo

Hoja

Control (EtanoI99.5%)

Media ± E.E

de larvas

72.59 ±2.38a

78.63 ± 2.16a

4804 ± 2.55b

Letras dlferentes entre lacolumnasondlferentes P<005 Los datos fueron transformados porArco
seno, de acuerdo a Herrera (2011)

Figura 14. Media de larvas repelidas con tubo-Y Olfact6metro, utilizando

extractos de 6rganos de paste M. minutiflora.

~ 70

~ 60

~ 50

~ 40

~ 30

~ 20

Hoja

EXTRACTOS DE M. mlnutiflora

LiteralesdiferentesenlasbarraspresentandiferenciaP<0.05

EI resullado obtenido de esle ensayo muestra la aportaci6n antigarrapata del paste

gerdura que coincide con Mwangi et al. (1995), en prueba de repelencia con larvas
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de R. appendiculatus fue de (79.2±2.9%); tambien un efecto similar al encontrado por

Muro et al. (2004), resultado en tallo de M. minutiflora de 67-84% y hoja de 50-80%,

aunque se hayan utilizado distintos solventes en los extractos y consecuencia

equivalente al de esta investigaci6n. De igual forma Muro et al. (2003), encontraron

en S. humilis y S. hamata en R. (B.) microplus la repelencia de 70 a 92% y 70 a 87%,

respectivamente, efecto similar al de Melinis de este estudio con el solvente etanol

Estudio con larvas de Hyalomma rufipens de Nchu et al. (2012), manifestaron la

repelencia de hasta 93% con el aceite esencial Togetes minuta, en tanto Caroll et al

(2010), reportan el resultado de 55 a 80% con aceite de elemol y amiris, 10 cual

manifiesta un efecto ligeramente mayor que en M. minutif/ora del estudio

De igual forma Fernandes et al. (2010), en prueba con ninfas de A. cajennense al

evaluar en extractos de Melia azedarach, Cymbopogon nardus, Spiranthera

odoratissima, Chenopodium ambrosioides, Ageratum conyzoides, Mentha pulegium,

Ruta graveolens y Memora nodos, destacaron un mayor resultado que el de este

bioensayo, el mas alto efecto de 90% fue para C. nardus y una media de 66% para el

resto de materiales. A este tenor el estudio de Ferreira (2011), tambiem mostr6 un

efecto similar al de esta investigaci6n, expresando un 86% de repelencia en

garrapata Ixodes recinus con extractos de coco y almendra, donde el compuesto

identificado fue el acido dodecan6ico.

Por su parte Semmler et al. (2011), citan a otros autores que obtienen otros

compuestos quimicos con actividad antigarrapata, como son: piperidina, Icaridin,

saltidin (acido 1-piperidina-carboxilic, 2-2 hidroxietil, 1-metilester), lactona (CIC-4),

N,N-dietil-fenil-acetamida (DEPA), p-Mentano-3,8-diol, Merck 3,535 (3-N-acetil-N­

butil amino propri6nico etil ester), aceite de Ocimum suave, extracto de Vitex agnus

castus; componentes no localizados en M. minutif/ora de la investigaci6n
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5.4. Etapa experimental 4, actividad ixodicida en larvas de A. cajennense con

extractos de M. minutiflora

Los extractos de tallo y hoja de M. minutiflora mostraron la mayor actividad ixodicida

ante larvas A. cajennense como muestran los resultados en el cuadro 5, e

indicandose el porcentaje por componente del pasta y la respuesta (P<O.05) entre

tratamientos (Figura 15), dandose el menor efecto para el tratamiento control con

32%, respecto a los extractos y mayormente en hoja

Figura 15. Porcentaje de mortalidad de larvas A. cajennense relacionadas al

extracto de tallo y hoja de M. minutiflora

0.00 J

• Hoja

Nota: En el tratamiento de control se utilizoelsolventeetanol 99.5%
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Cuadro 5. Medias de mortalidad de larvas Amblyomma cajennense referidas a

extractos de tallo y hoja de M. minutiflora y el testigo

Extracto de planta

Tallo

Hoja

Control (EtanoI99.5%)

Media ±Error

Estandar

77.46 ±O.56b

84.63 ± 1.46a

32.16 ±3.19c

Letras diferentes entre la columna indican dlferencias significativas (P < 0.05) Los datos fueron
transformadosporArcoseno, de acuerdo a Herrera (2011)

Otra forma de resaltar el efecto de la prueba ixodicida es por medio de la Figura 16,

donde se explica la tendencia de mortalidad de larvas de 77 a 84% con diferencias

significativas (P<O.05) entre los extractos de tallo y hoja y el testigo.

Figura 16. Media de larvas muertas, utilizando extractos de tallo y hoja de M.

minutiflora

Hoja

EXTRACTO DE M. mlnutlflora

LiteralesdiferentesenlasbarraspresentandiferenciaP<O.05
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La acci6n acaricida mostrada por aceites esenciales en pasta Melinis ha sido

reportada por Prates et al. (1998), mostrandose al 100% en R microplus, resultado

mayor al obtenido en este estudio, en cambio la aplicaci6n del aceite timol a larvas A.

cajennense lograron una mortalidad de 18 a 94% (Silva et al., 2011), efecto similar al

de este bioensayo.

Por su parte Rodriguez et al. (2009), en otros vegetales: Brugmasia arb6rea

(borrachero), Sambucus nigra (sauco), Ambrosia cumanenses (altamisa), Bidens

pilosa (chipaca) y Nicotiana tabacum (tabaco), se mostr6 el resultado ixodicida de 60

a 85% en R microplus, 10 cual demuestra similar respuesta que en esta

investigaci6n; consecuencia similar a la lograda por Annan et al. (2011), que declaran

una acci6n ixodicida de la planta Hoslundia opposita hacia Amblyomma variegatum,

donde se atribuye la sinergia de los compuestos, como los responsables de la

mortalidaddelarvas.

Otra prueba acaricida por Silveira et al. (2007), al emplear timol, mentol, acido

salicilico y salicilato de metilo en R(B.) microplus a las concentraciones de (0.25, 0.5,

Y 1.0%) en prueba de paquete de larvas, se obtuvo para timol la tasa de mortalidad

de 100%, en los demas compuestos de 0.52 a 9.76%, resultado comparable al de

esta investigaci6n en extractos de tallo y hoja del gordura.

Indistintamente Elanco (2011), obtuvo la mortalidad del 100% con extractos

metan61icos en diferentes vegetales: A. marme/os, A. lineata, A. paniculata, C.

hirsutus, E. pr6stata en R microplus. En misma especie de garrapata Apel et al.

(2009), reportaron igual porcentaje de mortalidad. Simultaneamente Aparecido et at.

(2010), lograron que el aceite esencial de Eucalyptus citriodora y Cymbopogon

nardus tuviera una concentraci6n del 50% y resultado acaricida en larvas A.

cajennense de 53.1% y 61.1%, respectivamente, en cada arb6rea, consecuencia

menor que la lograda con extractos de M. minutiflora de esta investigaci6n.
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En prueba larvicida semejante con R. microplus y Rhipicephalus sanguineus, Sarda

et al. (2006), obtienen con hidrodestildo de Orimys brasiliensis en dosis de 3.125

~I/ml una mortalidad de 95 a 98% y 100% en las concentraciones de 25,12.5 Y 6.25

~l/ml. efecto mayor que en el presente estudio: de igual forma, perc en A. cajenennse

Souza et al. (2011), reportan similar mortalidad de larvas, empleando diferentes

solventes organicosen los extractos manejados
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6. CONCLUSIONES

EI pasta Melinis minutiflora, ademas de Andropogon gayanus y Brachiaria brizantha

mostraron repelencia contra larvas de A. cajennense, sobresale la mayor respuesta

en M. minutiflora

Por la CG-EM permiti6 la identificaci6n de 12 y 7 componentes quimicos en extractos

tallo y hoja, respectivamente, los compuestos seleccionados fueron de acuerdo al

criterio de repetitividad de los cromatogramas.

La actividad antigarrapata fue evidente en M. minutiflora contra larvas de A.

cajennense, manifestandose el efecto repelente e ixodicida, consecuencia atribuible

la sinergia de los componentes identificados.
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