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Evaluacion del efecto ixodicida de extractos botanicos sobre
garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Evaluation of the Ixodicide Effect of Botanical Extracts on Rhipicephalus
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Resumen

Las garrapatas han afectado negativamente la produccién bovina, provocando grandes pérdidas econdmicas; debido al uso
indiscriminado de productos quimicos han desarrollado resistencia, obligando a la bisqueda de alternativas de control, presentdndose
interés en investigar las propiedades acaricidas de especies vegetales, el objetivo del estudi6 fue determinar la eficacia del extracto
natural Phytolacca bogotensis y Alnus alcuminata en el control in vitro de la garrapata adulta Rhipicephalus (Boophilus) microplus.
El método empleado para la elaboracién de los extractos de las plantas analizadas fue la extraccién en caliente “Soxhlet”, y se
evaluaron los metabolitos secundarios mediante pruebas cualitativas. Se expusieron garrapatas adultas mediante la técnica de
inmersion a los extractos puros y diluciones. A las 24, 48, 72 y 96h post-exposicidn, se evalué la mortalidad tomdndose como
minimo eficaz una mortalidad de 60 %. El extracto de P. bogotensis, mostré una efectividad con el extracto puro y la dilucién 1:2 y
el extracto puro de A. alcuminata no supero el minimo eficaz de mortalidad. Se observé que el extracto P. bogotensis, mostré mayor
eficacia en el control de la garrapata adulta Rhipicephalus (Boophilus) microplus, constituyéndose como una fuente de principios
activos que contribuyan al descubrimiento de ixodicidas de origen natural.
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Abstract

Ticks have negatively affected cattle production, causing great economic losses; due to the indiscriminate use of chemical products
they have developed resistance, forcing the search for control alternatives, presenting an interest in investigating the acaricidal
properties of plant species, the objective of the study was to determine the efficacy of the natural extract Phytolacca bogotensis and
Alnus alcuminata in the control in vitro of the adult tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus. The method used for the elaboration
of the extracts of the analyzed plants was the hot extraction "Soxhlet", and the secondary metabolites were evaluated through
qualitative tests. Adult ticks were exposed by the immersion technique to the pure extracts and dilutions. At 24, 48, 72 and 96h
post-exposure, mortality was evaluated, taking a mortality of 60% as the minimum effective. The P. bogotensis extract showed
effectiveness with the pure extract and the 1:2 dilution, and the pure extract of A. alcuminata did not exceed the minimum effective
mortality rate. It was observed that the P. bogotensis extract showed greater efficacy in the control of the adult tick Rhipicephalus
(Boophilus) microplus, constituting itself as a source of active principles that contribute to the discovery of ixodicides of natural
origin.
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1 Introduccion

La produccién ganadera posee una importancia
abrumadora, debido a que es fuente para el sustento
de familias rurales, con el paso del tiempo esta se
ha visto afectada por la presencia de ectopardsitos
como es el caso de las garrapatas. Las garrapatas
son artrépodos hemat6fagos consideradas como el
grupo mas importante de patégenos que causan
enfermedades porque se pueden encontrar en
hébitats muy variados, desde los mds secos hasta los
mads himedos y sobrevivir durante varios afios sin
alimentarse [1]. Se estima que aproximadamente
mil millones de bovinos se encuentran en zonas
tropicales y subtropicales a nivel mundial, los cuales
son expuestos a las infestaciones por garrapatas
y/o agentes patégenos que transmiten los cuales
pueden o no causar enfermedad, generando pérdidas
significativas en la produccién pecuaria [2]. R.
(B) microplus es la especie con mayor incidencia
en Colombia y es considerada como uno de los
factores sanitarios mds importantes que limita la
ganaderia, porque posee la capacidad de transmitir
patégenos causantes de enfermedades relevantes
para los animales, como Babesia spp y Anaplasma
spp [3], causando pérdidas directas e indirectas a los
animales y productores al evidenciarse disminucién
en la ganancia de peso, anemia, lesiones en piel,
costos en tratamientos reproductivos y disminucién
en la produccién de carne y leche [4].

A nivel mundial se estiman pérdidas econdémicas
de aproximadamente US$7 billones, de los cuales
un billén de ddlares corresponde a Latinoamérica
[5]; en Colombia calculando una poblacién bovina
aproximada de 20 millones de cabezas, y una pérdida
calculada por cabeza/aiio de US$7,3, las pérdidas

se encuentran alrededor de los US$146 millones [6].

El control seguro y efectivo de las garrapatas se ha
vuelto fundamental para la produccién pecuaria y
en la salud humana, por lo que se han manejado
diferentes estrategias como el uso de vacunas,
hongos, y productos quimicos sintéticos, siendo este
ultimo es el método mds empleado [7]. Sin embargo,
el uso indebido e indiscriminado, la rigurosidad en
el mecanismo de aplicacién de los productos, la
frecuencia de aplicacién, la seleccién y rotacion
de moléculas acaricidas y la falta de una base
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epidemioldgica para el control de los ectopardsitos,
ha propiciado a la generacion de resistencia a los
medicamentos en todas las especies de garrapatas,
dificultando su control [8].

Ante esta problemdtica es necesario encontrar
alternativas para controlar las infestaciones de
garrapatas en el futuro, las cuales puedan contribuir
en la disminucién de los costos de produccidén, que
sean seguras y no afecten negativamente al medio
ambiente. A raiz de esto, se ha presentado un gran
interés de investigar las propiedades acaricidas de
un gran nimero de especies de plantas que poseen
accion repelente [9, 10].

De acuerdo a estas consideraciones, este estudio
tiene como objetivo determinar la eficacia in vitro de
Phytolacca bogotensis (guaba) y Alnus acuminata
(aliso) en el control de la garrapata adulta R.
(B) microplus y brindar una alternativa de control
natural.

2 Materiales y métodos

El estudio fue de tipo in vitro y se desarrollé en
tres fases. La primera se basé en la recoleccion de
las plantas y la elaboracion de los extractos. La
segunda fase consistio en la colecta de garrapatas
de bovinos parasitados naturalmente en el municipio
de Nuevo Colén y el mantenimiento de las mismas
y la tercera fase, comprendi6 la evaluacién de la
eficacia ixodicida de cada extracto y sus diluciones,
en la exposicion de las garrapatas adultas R.
(B) microplus.

2.1 Material Vegetal y Preparacién de extractos

Se seleccionaron dos plantas:
A. alcuminata, que fueron recolectadas en la
Granja la Maria de la Universidad Pedagégica y
Tecnolégica de Colombia (UPTC), ubicada en la
ciudad de Tunja localizada en la regién del Altiplano
Cundiboyacense, sobre la Cordillera Oriental de los
Andes, con una altura promedio de 2.804 msnm, con
5° 32°07° Ny 73° 22°04” O, temperatura media
anual de 12,8°, precipitacion media de 917 mm y
humedad relativa media que oscila entre 77 y 83%.

P. bogotensis y

Se recolectaron uUnicamente las hojas de las
plantas en floracion, siendo cortadas de forma
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manual con tijeras hasta alcanzar una cantidad
superior a 5 kg y se transportaron en bolsas de papel
hasta el laboratorio de Nutricién Animal de la UPTC,
para su respectivo secado donde fueron separadas y
se mantuvieron a temperatura ambiente, en un lugar
aireado, cubierto y seco.

El método empleado para la elaboracion de los
extractos de las plantas analizadas fue la extraccién
en caliente “Soxhlet”. El material vegetal se
fracciond, con el fin de aumentar la superficie de
contacto del solvente con el material para facilitar
la mayor disolucién de principios activos. Se
tomo6 aproximadamente 200 gr de cada planta y se
colocaron en la cdmara de extraccién del equipo
Soxhlet, luego se calenté el etanol situado en
el recipiente contenedor evitando que llegara a
ebullicion; el vapor del solvente ascendié hasta
el condensador, dando como resultado el extracto
vegetal.

Para dicha extracciéon se emplearon 150 mL
de solvente (etanol al 96% de pureza), de los
cuales se recuperd aproximadamente el 50%
mediante concentracién en el rotaevaporador a una
temperatura de 78°C y 60 rpm, el producto final fue
de 20 mL de extracto puro.

Se sometieron los extractos obtenidos a cuatro
pruebas para la determinacién de metabolitos
secundarios. Se inici6 con la prueba de reaccidon
de saponinas, en el cual para cada extracto se diluy6
5 veces su volumen en agua destilada, se agité
durante 30 segundos y se dejé en reposo durante 15
minutos, luego se evalud la proporcién de saponinas

respecto a la altura de la espuma sobrenadante [11].

Para la identificacion de flavonoides, se realizo la
prueba de Shinoda, la cual consistié en agregar
de forma lenta limaduras de magnesio al extracto,
seguido de 4acido clorhidrico; después de 2 min se
esper6 un cambio de coloracién verde violeta lo
que indica positivo a flavonoides [12]. En relacién
con la identificacién de alcaloides, se llevo a cabo
por medio de la prueba de Wagner, en el cual
se adicionan 2 gotas de reactivo Wagner (yodo, y
yoduro de potasio), se agitd y se esperd 2 min con
el fin de observar un cambio de coloracién [13]. Por
ultimo, se procedi6 a la identificacién de cumarinas
mediante la reaccién Legal, adicionando 2 mL de

solucién de nitroprusiato de sodio 0.5% y 2 gotas de
KOH 2N en cada una de las muestras de extractos,
se espero a la presencia de una coloracién roja, que
se interpreta como positiva [14].

2.2 Recoleccién y mantenimientos de
Garrapatas

Las garrapatas adultas R. (B.) microplus, se
colectaron de animales parasitados naturalmente,
en Nuevo Col6én, municipio que pertenece a la
provincia de Méarquez, Ventaquemada y Rondon,
localizada a los 05° 21° 30 de latitud norte
y 73° 27" 38 longitud oeste, a una altura de
2.500 msnm; temperatura media anual de 16 °C.
Posteriormente se colocaron en envases de vidrios
para ser transportadas al laboratorio de Nutricién
animal de la UPTC. Las garrapatas se lavaron con
agua para retirar los restos de materia orgdnica, y
se sumergieron durante un minuto en una solucién
de hipoclorito de sodio al 1% para desinfectarlas
y evitar una posible contaminacién, seguido se
secaron suavemente con papel absorbente y se
pesaron individualmente con el fin de obtener el
peso promedio y conformar grupos homogéneos
[15]; se descartaron garrapatas lesionadas, que
tuvieran alguna alteracién de consistencia o color y
se identificaron como R. (B) microplus utilizando las
claves taxonémicas descritas por [16]. Una vez en el
laboratorio las garrapatas fueron mantenidas en una
cédmara bajo condiciones controladas a temperatura
constante de 27 °C y humedad relativa (HR) de 85%.

Las garrapatas previamente seleccionadas se
dividieron al azar teniendo en cuenta caracteristicas
como peso aproximado de 1 gr &= 0,10 y un tamaiio
de 5 a 8 mm, para conformar grupos de 10 garrapatas
y 3 repeticiones.

2.3 Evaluacion del efecto ixodicida de los
extractos puros y las diluciones

La exposicién de las garrapatas, se realizé mediante,
la técnica de inmersidon de adultas descrita por
Drummond [17]. Se depositaron 5 mL del extracto
(puro o dilucién) en una caja de Petri, seguido se
depositaron alli las garrapatas (n = 10), las cuales
se sumergieron completamente durante 15 minutos
en el extracto con la ayuda de una aguja punta
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roma, evitando el dafio en la cuticula. Al terminar
este periodo de tiempo, se retir6 el extracto en su
totalidad, dejando asi, las garrapatas en un medio
seco. Las cajas fueron tapadas con un lienzo,
rotuladas exteriorizando el nombre del extracto,
dilucién y hora de exposicion [18].

Los extractos se probaron mediante el modelo
experimental de minimas y maximas de efectividad
bioldgica, es decir la minima concentracién a la cual
se consigue efectividad y la maxima concentracién
a la cual se consigue su efecto, por lo que la

concentracién del extracto se aumentd o disminuyd.

Las diluciones se realizaron con agua destilada
a partir del extracto puro de cada planta, se
efectué una dilucién 1:2, si esta superaba una
mortalidad del 60% (tomada como minimo eficaz),
esta diluciéon se disminuyé a una concentracion
1:4, y asi sucesivamente hasta que no mostrara
efectividad. De la misma forma, y siguiendo la
metodologia para la exposicion de las garrapatas
a los extractos, se trabajé con un grupo control
positivo, en el que se utilizé un ixodicida comercial
a base de cipermetrina al 15% preparado segtn las

indicaciones de la etiqueta (dilucién 1:1000 en agua).

Se contd con tres grupos control negativo, un grupo
no expuesto a sustancias, otro empleando agua y el
ultimo expuestos a etanol al 96%.

La mortalidad se evalud a las 24, 48, 72 y 96
horas post aplicacién del extracto, en donde se
consideré como garrapatas muertas, aquellas que
al ser expuestas a una fuente de calor (Lampara
halégena 6 V; 25 W), durante 10 min mostraran
ausencia de movimiento en sus patas. Se tom6 como
valor minimo de eficacia, una mortalidad del 60%,
valores por debajo de este rango fueron tomados
como ineficacia y se tomé como valor aceptado una
mortalidad no mayor al 10% en los grupos control
de lo contrario se sospecharia de una inadecuada
manipulacién del material [19].

Se realizaron observaciones diarias y se llevé un
seguimiento de los datos; hasta lograr calcular la
eficacia de los extractos naturales en la supervivencia
de las garrapatas, tanto de los grupos control como
de los grupos experimentales, de la siguiente manera:

Garrapatas muertas

Mortalidad = x 100 (1)

Total de garrapatas
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La eficacia de mortalidad de los extractos fue
evaluada a través, de la mortalidad de teleoginas del
grupo control y de cada tratamiento con la siguiente
formula:

(Porcentaje supervivencia gc

— Porcentaje supervivencia gt) «

EM = 100

(@)

Porcentaje supervivencia gc

gc: Grupo Control y gt: Grupo Tratado.

2.4 Analisis estadistico

El experimento se desarrollé empleando un disefio
completamente al azar con un andlisis multivariado.
El andlisis de datos se realizé6 por medio del
programa SPSS version 23. Los porcentajes de
mortalidad fueron sometidos a los supuestos de
normalidad a través del estadistico de Shapiro-
Wilk y homogeneidad por prueba de Levene.
Comprobados los supuestos se realizé un andlisis
de varianza (ANOVA), y las diferencias estadisticas
se determinaron mediante la prueba de comparacién
de medias de Tukey (p < 0,05).

3 Resultados y discusion

Una vez obtenidos los extractos puros de P
bogotensis 'y A. se presentaron
caracteristicas fisicas diferentes, el extracto de guaba
presento un olor caracteristico a la planta de origen
y un color verde pasto y el aliso mostrd un olor a
melaza y un color marrén oscuro, todos los extractos
presentaron aspecto liquido.

alcuminata,

3.1 Analisis preliminar de metabolitos
secundarios

Se evidenci6 la presencia de cumarinas en ambas
plantas y variacién de los demds metabolitos
(tabla 1).

Tabla 1. Metabolitos secundarios en los extractos

Extracto Saponinas Alcaloides Cumarinas Flavonoides
A. acuminata - -+ + —
P. bogotensis + — + +

Nota: (4) = positivo, (—) = negativo

Fuente: Autores
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Los alcaloides, esteroides, terpenos, fenil-
propanoides, lignanos, flavonoides y amidas desta-
can como moléculas bioactivas prometedoras de las
plantas para el control de las garrapatas [20]. Se
ha reportado que la especie Phytolacca, contiene
dos triterpenos pentaciclicos y cinco saponinas
triterpénicas; la presencia de estas saponinas puede
explicar su utilidad en el control de las garrapatas

[21].

3.2 Evaluacion de la mortalidad con el extracto
de P. bogotensis

Se observa una mortalidad acumulada en aumento
desde las 48 hasta las 96 horas post-aplicacion, en
el extracto puro y sus diluciones. Se prepararon
2 diluciones, 1:2 y 1:4 con las que se presentaron
mortalidades de 66,6% y 40% respectivamente, y
con el extracto puro una mortalidad del 80% a
las 96 horas, observandose diferencias estadisticas
significativas (p < 0,05) con el extracto puro y la
dilucién 1:2 (figura 1).

100
80

60
BExtracto puro

Porcentaje (%) de Mortalidad

a0{ ¢
+ b BDilucién 1:2
20 toa @Dilucién 1:4
0 R B
] Z&H
20

Tiempo
Nota: Promedios con letras distintas indican diferencias significativas
(P <0,05).

Figura 1. Mortalidad de la garrapata R. (B) mi-
croplus expuesta a extracto de P. bogotensis

El extracto de P. bogotensis, alcanz6 resultados
efectivos teniendo en cuenta que la eficacia de
mortalidad minima para este estudio fue del 60%,
llegando a obtener mortalidades del 80%, 66,6%
y 40% con el extracto puro y sus diluciones
respectivamente.
saponinas y flavonoides en el extracto, se puede
afirmar que estos componentes se encuentran
altamente ligado a las mortalidades presentadas,

Al determinar la presencia de

ya que son sustancias que interrumpen el proceso
de alimentacion de la garrapata tras un consumo
inicial del extracto y conducen a la muerte por
inanicién o intoxicacién [22]. Se ha evidenciado que

P. bogotensis presenta metabolitos secundarios como
saponinas, cumarinas y flavonoides, obteniendo
la mayor eficacia en el control de garrapatas,
demostrando una mortalidad acumulada en aumento
usando la raiz y la hoja en el extracto puro y sus
diluciones [9].

Sin embargo, otros autores atribuyen este efecto
acaricida a la presencia de cumarinas en los
extractos [23, 24]. Las cumarinas son potentes
inhibidores de la coagulacién actuando sobre las
serina proteasa envueltas en la activacion del factor
XII de coagulacién [25], su capacidad acaricida se
ha asociado a la inhibicién de enzimas digestivas que
pertenecen a las endopeptidasas tipo serina, cisteina,
aspartato, metaloproteasas, tripsina, quimotripsina
y catepsinas, enzimas con capacidad proteolitica
de R. microplus quienes son las encargadas de la
digestién de la hemoglobina y actiian como proteinas
de reserva durante la embriogénesis [26].

3.3 Evaluacion de la mortalidad con el extracto
de A. acuminata

El extracto puro de A. acuminata (aliso), no supero
el minimo de eficacia de mortalidad (60%), teniendo
como resultado una mortalidad acumulada a las 96H
de 53,33% (figura 2).

W ~ U ~
o o o o o
L 1 L L )

EExtracto puro

(]
o
1

Porcentaje (%) de Mortalidad
=
o

o
L

24H 48H 72H 96H
Tiempo

Nota: Promedios con letras distintas indican diferencias significativas
(P <0,05)

Figura 2. Mortalidad de la garrapata R. (B.) microplus
expuesta a extracto de A. acuminata.

En el extracto natural de A. acuminata, no hubo
presencia de saponinas y flavonoides, lo cual difiere
con lo reportado por Amado & Chocontd [27],
quienes evidenciaron la presencia de cumarinas,
flavonoides y saponinas en hojas y corteza. La
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ausencia de estos compuestos en este estudio,
pudo presentarse por diferentes factores como las
condiciones ambientales, tipo de suelo y manejo
del cultivo ya que estos aspectos pueden variar la
composicién quimica de la planta [28].

Teniendo en cuenta que para este estudio la
eficacia de mortalidad fue de 60%, se observa
que los resultados para A. acuminata no fueron
los esperados, presentando mortalidades inferiores,
esto posiblemente a que no hubo presencia de
flavonoides, y saponinas en el andlisis cualitativo de
metabolitos. Se conoce que estos dos componentes
poseen actividad acaricida sobre R. (B.) microplus al
interrumpir su alimentacién [29, 30]. Por su parte,
Gonzélez et al., [31] determinaron la presencia de
flavonoides y taninos mediante placas analiticas de

cromatografia en tres genotipos de Leucaena spp.

y observaron mortalidades de 91,68, 82 y 54,06%
con diferentes concentraciones de los extractos en
larvas y de 50% en garrapatas adultas de la especie
de R. (B.) microplus, relacionando la presencia de
estos metabolitos secundarios con las mortalidades
observadas.

Sin embargo, Pulido et al., [9] reporta que el
extracto de A. acuminata obtenido por el método
Soxhlet mostré un porcentaje de inhibicion de la
ovoposicion de R. (B.) microplus de 98,88% y la
presencia de alcaloides y cumarinas. Se conoce
que los alcaloides poseen gran importancia por
su actividad contra el ataque y proliferaciéon de
insectos, han demostrado fuerte toxicidad contra
larvas de crustidceos de mar como Artemia salina y
del mosquito Aedes aegypti, vector del virus causante
de la fiebre amarilla [32]. Al evidenciar que los
componentes activos de las plantas pueden variar
por multiples factores, es recomendable, estudiar la
accion de esta planta utilizando diferentes partes de
la ella, cultivada en varios ambientes y con otros
métodos de extraccion.

En los grupos control, para el caso de la
cipermetrina se observé una mortalidad del 80% y
para los grupos control negativo, se observé una
mortalidad no mayor al 10%, esto indica que no
intervinieron factores ambientales en la mortalidad
de las garrapatas de los grupos tratados (tabla 2.)
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Tabla 2. Mortalidad de grupos control

Porcentaje de mortalidad (%)

Grupo

24h 48h 72h 96h
Grupo (+4) Cipermetrina 30 40 50 80
Grupo (—) Etanol 96% 0 0 0 10
Grupo (—) Agua 0 0 0 0
Grupo (—) Ninguna sustancia 10 10 10 10

Nota: (4) = positivo, (—) = negativo

Fuente: Autores

4 Conclusiones

Teniendo en cuenta que los componentes activos
de las plantas pueden variar por multiples factores,
es recomendable, estudiar la accidén ixodicida de
diferentes partes de las plantas, ademds de muestras
cultivadas en diversos ambientes, con varios métodos
de extraccion. Se evidencia que el extracto natural
de P. bogotensis posee una accién efectiva como
acaricida y que, en las condiciones planteadas en
la investigacion, puede constituirse como fuente de
principios activos que contribuyan al descubrimiento
de ixodicidas de origen natural, los cuales pueden
ser utilizados como linea base para la sintesis de
moléculas ttiles a nivel farmacéutico. Es necesario
trabajar este extracto en los diferentes estados
del ciclo bioldgico de R. (B.) microplus, y en
condiciones in vivo, e in-suto que permitan comparar
los resultados obtenidos en este estudio.
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