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ACTIVIDAD GARRAPATICIDA DE LOS EXTRACTOS ETANOLICO DEL FRUTO
DE NEEM (Azadirachta indica) Y RIZOMA DEL HELECHO MACHO (Dryopteris
filix mas) in vitro FRENTE A Rhipicephalus microplus.

Yurik flora PINEDA ALBORNOZ

RESUMEN

El objetivo del trabajo fue determinar si el extracto etandlico del fruto de Neem
(Azadirachta indica) y rizoma de Helecho Macho (Dryopteris filix mas) tiene efecto
garrapaticida (Rhipicephalus microplus) in vitro, el estudio es de tipo aplicado y o
experimental, se trabajé con garrapatas adultas y extracto de Neem con niveles de
tratamiento 0%,10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% y 100% y rizoma
de Helecho Macho con niveles de tratamiento 0%, 10%, 20%, 30%, 40% y 50%,
obtenido ambos mediante maceracién etanélica y extracto en Rota Vapor. El
resultado obtenido del extracto etanélico del fruto de Neem (Azadirachta indica) tuvo
efecto garrépaticida, con los niveles de tratamientos V (50%), VI (60%), VIl (60%),
VIl (70%), IX (80%), X (80%) y Xl (90%); mientras que el rizoma de helecho macho
(Dryopternis filix mas) tuvo efecto garrapaticida con los niveles de tratamientos V
(60%) y VI (100%) in vitro en garrapatas adultas, al comparar resultado de ambos
grupos se obtuvo el resultado de prueba 1.19 (p20.01) para el extracto etanolico den
fruto del Neem y prueba de confiabilidad 0.99 (p20.01) para el extracto del rizoma del
helecho macho por lo tanto se afirma la hipétesis de investigaciéon. En consecuencia,

se concluye que el extracto de rizoma de Helecho Macho tiene mayor efectividad a
una menor concentraciéon que el extracto de Neem.

Palabras claves: Extracto, Neem, Helecho Macho.
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Abstract:

ACTIVITY GARRAPATICIDA OF THE EXTRACTS ETANOLICO OF THE FRUIT DE
NEEM (Azadirachta indica) AND RHIZOME OF THE MALE FERN (Dryopteris filix
mas) in vitro IN FRONT OF Rhipicephalus microplus.

SUMMARY

The objective of this work was to determine if the extracts etanélico of the fruit of
Neem (Azadirachta indica) and rhizome of Male Fern (Dryopteris filix mas) they have
effect garrapaticida (Rhipicephalus microplus) in vitro, the study is of applied type, |
study experimental that one worked with mature ticks and extract of Neem with levels
of treatment 0%,10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% and 100% and
rhizome of Male Fern with levels of treatment 0%, 10%, 20%, 30%, 40% and 50%,
obtained both by means of maceration etandlica and extract in Broken Vapor. As
results it was achieved that the extract etandlico of the fruit of Neem (Azadirachta
indica) he/she had effect garrapaticida, with the levels of treatments V (50%), VI
(60%), VIt (60%), VIl (70%), IX (80%), X (80%) and XI (90%) and the extract of
rhizome of male fern (Dryopteris filix mas) he/she had effect garrapaticida with the
levels of treatments V (60%) and | SAW (100%) in vitro in mature ticks. For such an
effect the test result was obtained 1.19 (p=0.01) for the extract etanolico they give
fruit of the Neem and test of dependability 0.99 (p=0.01) for the extract of the rhizome
of the male fern the investigation hypothesis is affirmed therefore. In consequence,
you concludes that the extract of rhizome of Male Fern has bigger effectiveness to a
smaller concentration that the extract of Neem.

Key words: Extract, Neem, Male Fern.
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. INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por las garrapatas del genero Rhipicephalus microplus
representan uno de los principales problemas que afectan a la ganaderia bovina, es el
ectoparasito que causa las mayores pérdidas econémicas. La garrapata R. microplus
es el vector de la Babesia bovis, Babesia bigemina y Anaplasma marginale. Estas
enfermedades son endémicas en las zonas tropicales y subtropicales siendo su vector
la garrapata R. microplus que tiene un ciclo biolégico de un hospedero siendo en
ocasiones un complejo de estas enfermedades. La Babesia bovis es la especie mas
patégena que Babesia bigemina, y son los agentes causales de la babesiosis bovina;
y el Anaplasma marginale es el agente causal de la anaplasmosis bovina (GARCIA et
al, 2010).

Cuando un ganado esta altamente infestado las garrapatas pueden estar en todo el
cuerpo. Siendo los principales lugares de seleccion por estas el cuello, pecho, base de
la cola, abdomen, entrepierna, testiculos, base de la ubre y orejas que las pieles son
dafiadas debido a altas infestaciones las garrapatas lo cual reduce el valor que en
ocasiones no son comercializadas (GARCIA et al, 2010).

La necesidad de métodos de control de garrapatas mas seguros, menos agresivos al
hombre y al medio ambiente, ha estimulado la busqueda de nuevos garrapaticida a
partir de extractos vegetales, que de forma aislada o en combinacion, retrasen el
desarrollo de resistencia o reduzcan el problema de los residuos por su caracteristica’
biodegradable(Santos et al, 2006;.. Albuquerque et al, 2007).El desarrollo de
plaguicidas "organicos" o "biolégicos" obtenidos preferiblemente desde recursos
autéctonos y que muestren una mejor relaciéon costo-eficacia, es una alternativa a los

productos hoy dia utilizado (ISEA y otros, 2013).

El uso frecuente de ixodicidas ha conducido al rapido desarrollo de la resistencia a la

garrapata (Kuz y Kemp 1994), lo que el control es actuaimente obstaculizado por el



pequefnio numero de moleculas eficaces disponibles en el mercado (Jonsson y Piper,
2007). El uso de extractos de varias plantas se esta estudiando porque son
potencialmente menos toxicos para los animales y son mas seguros para el medio
ambiente (SANTOS et al, 2006; ALBUQUERQUE et al, 2007).

La planta Azadirachta indica A. Juss es una de las mas estudiadas por su amplia
actividad biosida, en particular para artropodos. Por considerarse fuente de
garrapaticida biodegradables, la actividad garrapaticida de sus extractos obtenidos,
sobre todo de hojas y semillas, ha sido investigada de modo insistente; sin embargo,
la informacién potencialmente (til continia estando dispersa, variable desde el punto

de vista metodoldgico o de su eficacia, y no pocas veces contradictoria.

Por otro lado, se menciona que el Helecho Macho tiene propiedades antiparasitarias,
pero ain no hay estudios en el que se demuestre que esta propiedad sea efectiva
contra garrapatas. Conociendo la problematica de encontrar nuevas sustancias
garrapaticida, y siendo el Peri un pais con una diversidad botanica muy amplia, el
objetivo en esta investigacion fue; determinar el efecto garrapaticida de los extractos
etandlico del fruto de Neem (Azadirachta indica) y rizoma de Helecho Macho
(Dryopteris filix mas) in vitro frente a Rhipicephalus microplus.



II. REVISION BIBLIOGRAFICA

21 ANTECEDENTES

Debido a que el arbol de Neem es un arbol nativo de la India y recientemente se ha
introducido en el pais, se cuenta con poca investigacion acerca de sus propiedades,
actualmente se sabe que el arbol se reproduce en varios lugares del pais, sin embargo,
son arboles que estan sembrados de manera silvestre o0 como arboles ornamentales

y ensu mayorfa en pequenas cantidades, no existen grandes plantaciones.

La azaridactina (del grupo de los tetranortriterpenoides conocidos como limonoides),
es uno de los 2 principios biosidas mas estudiados y de mayor concentracién en el
arbol de Neem. La semilla contiene las concentraciones mas altas de azaridactina a
partir de los 3 a 4 afos de edad un arbol produce alrededor de 50 kg al afio, lo que da
una idea de su potencial como fuente de sustancias biosidas. La azaridactina se
considera un Fito téxico de amplio espectro, de bajo efecto residual, sin toxicidad para
los seres humanos y el medio ambiente (GUERRA y otros, 2005; FORTI y otros, 2010).

El arbol de Neem (Azadirachta indica), de origen asiatico, contiene alrededor de 135
compuestos descritos que puede tener la accién contra los artrépodos, incluyendo los
limonoides (tetranortriterpenoides), denominados globalmente como azadiractina (LIU
- etal., 2005), soportes (MORDUE Y NISBET., 2000; BISWAS et al, 2002; Neves, 2004).

Los frutos de esta planta contienen las cantidades mas altas de azadiractina su
concentracién puede llegar a 40% en el aceite extraido (ABDEL-SHAFY' Y ZAYED,
2002). Azadiractina se ha demostrado que tiene efecto inhibitorio sobre la vitelogenina
durante la ovogénesis de los artrépodos (JONSSON Y PIPER, 2007).



Los experimentos llevados a cabo con el Neem han mostrado cierta propiedades
acaricidas de sus extractos (KALAKUMAR et al., 2000; BENAVIDES et al., 2001;
SRIVASTAVA et al.,, 2008), pero se tiene poca informacién sobre la composicion de
los extractos utilizados y las dosis necesarias para el control eficaz de las garrapatas,
entre otros aspectos (JONSSON Y PIPER., 2007).

El contenido de los componentes con actividad biosida varia de acuerdo a la variedad
genética y al estado de madurez del arbol del Neem, se concentra en las semillas de
los frutos inmaduros y puede ser extraido facilmente con solventes organicos
(HERMEL et al., 1987; JOHNSON et al., 1996).

El poder insecticida de la azadiractina se ha confirmado en 500 especies de insectos
plagas y su | baja toxicidad en campo para vertebrados e insectos benéfico
(parasitoides, abejas y depredadores) ha sido remarcada (SCHMUTTERER y SINGH
2002; MORGAN et al., 2009). La azadiractina y los otros limonoides de las semillas de
Neem inhiben la enzima que cataliza el ultimo paso del proceso que convierte a la
ecdisoma en la hormona activa 20-hydroxyecdysona (MITCHELL et al., 1997).

Entre sus efectos se destacan la inhibicion del apareamiento y comunicacién sexual,
impedimento de la ovoposicion y eclosiéon de huevos, esterilidad en adultos, bloqueo
de los pasos de mudas necesarias para entrar a la siguiente etapa del desarrolio,
efecto anti-alimentario y el bloqueo de la sintesis de quitina (KOOLMAN et al., 1998;
MORDUE et al., 2005).

2.1.2 Azaridachta indica

El arbol Neem (Azadizachta indica A. Juss) de la familia Meliaceae, nativo del
Subcontinente Indo-Pakistani, ha probado tener muchas propiedades farmacoldgicas
y dar beneficios para la agricultura y el desarrollo rural en los paises en desarrolio; en
la actualidad, es investigado ampliamente como una fuente natural de substancias
insecticidas (SAXENA et al.,1980a y b, 1988),(Fig. 1).



2.1.3 Clasificacion taxonémica
Bailey (1977) describe taxonémicamente a esta planta como sigue:

e Reino :Eucaria
o Division :Embridfitas

e Subdivision : Angiospermas

e Clase : Dicotiledoneas
e Orden : Geraniales

e Familia :Meliaceae

o Género : Azadirachta

o Especie : indica

o Sinonimia :Meliaazadirachta L. y Weliaindica A. Juss.
e Nombres comunes: Neem, Nim, Neemb, Neemba, Margosa, Veppa (N.R.C.
1992)

2.1.4 Descripcion botanica

TROUP (citado por RADWANSKI 1977a) y SCHMUTTERER (1990), lo describen
como un arbol de tamafo pequefio a grande, de 12 a 25 m de altura; siempre verde,
de tronco recto; corteza moderadamente gruesa, estriada longitudinal y oblicuamente;
de color gris oscuro externamente y pardo rojizo internamente. El tallo rojo, fuerte y
duradero. Las ramas esparcidas ampliamente y en forma de Gopaoval, Los tallos de
las ramas de 2 a 5 metros forman una corona unida, densa, redonda y en forma
ovalada. Tiene abundante follaje todas las temporadas del afio, pero en condiciones
severas se deshoja casi completamente.

Las hojas lisas, alternas imparipinadas. Cuando alcanza su completo crecimiento
llegan a tener una longitud de 40 cm. Peciolos (7 a 17), delgados, de 8 cm de longitud,
ovales, lanceolados, delgados en el apice e irregulares en la base, la parte media es
tan amplia como su base. Con foliolos alternos u opuestos, son mas 0 menos asperos

y con bordes dentados, suaves y verde obscuros.



Las flores del Neem son bisexuales su coloracion es blanca o crema; estan dispuestas
en racimos de hasta 25 cm de longitud. Las inflorescencias, que se ramifican en tercer
grado tienen de 150 a 250 flores. Cada flor mide de 5 a 6 milimetros de longitud y de
8 a 11 milimetros de ancho. Estas tienen la caracteristica de producir un aroma como
el de la miel y es por eso que atraen muchas abejas. La miel de las flores de Neem es

muy popular ya que no contiene rastro alguno de Azadirachtina.

El fruto es una drupa pequena, indehiscente, en forma de nuececilla que mide de 1.4
a 2.4 cm de largo, El color del pericarpio varia, es de color verde claro durante su
desarrollo, tornandose progresivamente hasta amarillo y de textura rugosa en la
madurez. La fruta madura es pulposa y posee un epicarpio delgado, el mesocarpio es
blanco amarillento, fibroso y sabe dulce, pero es desagradable al gusto. El endocarpio
es blanco, duro y almacena una semilla elongada con una corteza de color castafio
(RAMOS, C. et al., 2004) |

La semilla es una ex-albumina con germinacioén epigea; La semilla que contiene el fruto
es de forma alargada, con tamafo variable y de color bIahco cuando esta seca. Cada
semilla esta compuesta de una coraza y una almendra, cada almendra pesa alrededor
de la mitad de la semilla en su totalidad. “La almendra es usada cominmente para el
control de plagas ya que esta posee la mayor cantidad de Azadirachtina producida por
el arbol, la cual funcioné como pesticida natural. (I.R.R.l. 1982; SAXENA et al., 1983),
dependiendo de varios factores ambientales como la precipitaciéon y las condiciones
del suelo (SCHMUTTERER et al., 1990).

2.1.5 Habitat

El arbol del Neem habita en zonas desde subhimedas hasta semiaridas, en suelos
‘con buen drenaje y puede ser susceptible a las heladas en sus etapas jovenes de
crecimiento (AHMED Y GRAINGE 1986). EI Neem de crecimiento robusto, puede ser
establecido sin riego en las regiones calido-aridas del mundo, con precipitaciones
anuales de 500 mm o menos (RADWANSKI y WICKENS, 1981), con temperatura a la



sombra de hasta 50°C (RADWANSKI, 1977a). Puede crecer en suelos pobres,
profundos, pedregosos o arenosos, donde los cultivos tienen bajos rendimientos,
aunque sean fertilizados; sus extensas raices tienen la capacidad fisiolégica para
extraer nutrientes de suelos pobres altamente lixiviados; bajo condiciones de
plantacion, los nutrientes ser integran al suelo por la caida de las hojas y ramas,
llegando a ser aprovechado por los cultivos con pocas raices. No se desarrolla bien en
suelos con problemas de drenaje y susceptibles de inundaciones (RADWANSKI y
WICKENS, 1981).

2.1.6 Requerimientos climaticos

El Neem se adapta a un extenso rangb de climas y condiciones de suelos, es por ello
que se dice que este arbol crece casi en cualquier lugar, en las regiones tropicales,
tropicales himedas, subtropicales y aridas, (STONEY et al., 2010).

CUADRO 1. Tolerancia del Neem a factores climaticos y suelo, (STONEY et al

2010).
Li_mites S Intervalo | Limites inferiores | Optimo ~ |'Limites superiores |
Liuvia (mm) 2300 [500-800  [1800 | 2000-2500
Temperatura (°C) | 4 10-20 27 40- 49
Arcilla (%) <25 25-45 > 45 >70
Arena (%) <50 50-75 >75 >85

2.1.7 Distribucion geografica y diseminacién a otros paises

Al Neem se le encuentra cominmente en los bosques de arbustos de la zona arida de
Birmania y, en forma silvestre en las montafias de Siwalik; asi como en cualquier parte
de la India, en los bosques de la regién de Carnatic y en el sur de Deccan, en la ribera
del rio Guadavari (RADWANSKI, 1977a).

Siendo una planta nativa subtropical, también se le encuentra en el sur este dé Asia,
Pakistan, Ceylan, Malasia, Indonesia, Japén, Sri Lanka, Thailandia y en las regiones



tropicales de Australia y Africa; en varias islas del Pacifico sur como son: Filipinas,
Nueva Guinea, Fiji, Papua, Mauricio (PRADHAN y JOTWANI 1968; JOTWANI y
SRIVASTAVA, 1983; HEYDE et al., 1985; JACOBSON, 1986; SAXENA, 1989)

El Neem fue introducido él occidente de Africa probablemente a principios del siglo xx;
primero a Ghana y después a Nigeria y a otros paises; principalmente en regiones con
lluvias deficientes de Guinea, Sudan y zonas ecoldgicas de Sahel, donde existen
varias plantaciones proveyendo necesidades de combustible y madera. En Sokoto,
provincia de Nigeria, su introduccion se le ha aclamado como "la bendicién mas grande
del siglo" (RADWANSKI y WICKENS ;1981) |

En América fue introducido recientemente a los Estados Unidos Americanos, en
Sudamérica (Argentina, Brasil, Chile y Ecuador), en Centroamérica (Nicaraguay
Honduras), el Caribe (Haiti, Antigua, Surinam, Islas Virgenes, Cuba y Puerto Rico) y
ahora en México (LEWIS y ELVIN-LEWIS, 1983; JACOBSON 1986; LEOS vy
SALAZAR, 1990; DREYER y HELLPAP, 1992).

2.1.8 Sustancias quimicas en la planta

La azaridactina (del grupo de los tetranortriterpenoides conocidos como limonoides),
es uno de los 2 principios biosidas mas estudiados y de mayor concentraciéon en el
arbol de Neem. La semilla contiene las concentraciones mas altas de azaridactina. A
partir de los 3-4 afios de edad un arbol produce alrededor de 50 kg al afio, lo que da
una idea de su potencial como fuente de sustancias biosidas. La azaridactina se
considera un Fito téxico de amplio espectro, de bajo efecto residuél, sin toxicidad para
los seres humanos y el medio ambiente (FORT et al, 2010)(GUERRA et al, 2005).

Se han aislado aproximadamente otros 24 principios activos con actividad bioldgica
sobre artropodos. En las semillas se han identificado ademas salanina, meliantriol,
neembina, neemocinolida e isoneemocinolida, con probable actividad antihelmintica,
de inhibicion del crecimiento y de la ovoposicion. La diversidad de principios activos
reduce la aparicion de resistencia, por ello varios investigadores sefalan la necesidad

de informacion precisa sobre los principios quimicos contenidos en los extractos de



Neem, su mecanismo de accién y eficacia en el control de garrapatas (GUERRA, y
otros, 2005; VALENTE et al, 2007).

Existen muchos mas compuestos activos en el arbol del Neem:

Hojas: Se pueden aislar varias moléculas como un flavonoide polifendlico llamado
quercetina, un B-sitosterol, el nimbosterol, nimbina y otros liminoides, como la
nimocinolida e isonimocinolida. También se han aislado un grupo de alcanos de entre

14 y 31 carbonos, aminoacidos y acidos grasos.

Flores: de las flores se extrae un aceite que contiene s'esquiterpenos, nimbosterol y
numerosos flavonoides entre los que destacan la melicitrina. Las flores produéen una
cera compuesta por una mezcla compleja de acidos grasos (araquidico, estearico,
palmitico, oleico y linoléico), (ONATE, R. J.; QUINTERO, L. A., 2008).

Corteza: la corteza y madera del arbol del Neem son también fuente de numerosos
principios activos: nimbina, nimbidina, nimbinina, nimbosterol, margosina, nimbineno y
algunos diterpenos como la nimbinona, nimbocilina, nimbidiol y nimbiona (ONATE, R.
J.; QUINTERO, L. A., 2008).

Semillas: sin duda el elemento mas interesante en la bioquimica del Neem son las
semillas, por su riqueza en lipidos y la presencia de moléculas con una intensa
actividad biolégica. “El hueso de la drupa contiene una o dos semillas y de ellas se
obtiene un aceite compuesto de acido oleico (50 — 60%), palmitico (13 — 15%),
estearico (14 — 19%), linoléico (8 — 16%) y araquidico (1 — 3%), composiciones que
varian segin el método de extraccion, asi como varios metabolitos secundarios de
gran actividad” (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, (N.R.C.). 1992).

2.1.9 Propiedades y efectos

Las propiedades del Neem vienen basadas en el parecido que presentan sus
componentes con las hormonas reales, de tal forma que los cuerpos de los insectos
absorben los componentes del Neem como si fuera hormonas reales y estas bloquean
su sistema endocrino (IVAR et al, 2014).



¢ Destruyendo e inhibiendo desarrollo de larvas o crisalidas

e Blogueando la metamorfosis de las larvas o ninfas.

¢ Destruyendo su apareamiento y comunicacion sexual.

¢ Repeliendo a las larvas y adultos

o Esterilizando adultos

¢ Envenenando a larvas y adultos

¢ Impidiendo su alimentacion.

¢ Blogueando la habilidad para tragar (reduciendo la movilidad intestinal).

e Enviando mayores errores a su metamorfosis e varios periodos de desarrolio
del insecto.

¢ Inhibiendo la formacién de quitina (material del que se compone el esqueleto

del insecto, impidiendo la realizacién de las mudas.

2.2 Helecho Macho (Dryopteris filix mas)

Otros nombres: Dentabréon, falguera, helecho, helecho macho, lafaleita,
portaestandartes.

2.2.1 Taxonomia

e Reino : Eucaria

e Divisidén : Pteridophyta

e Clases : Pteridopsida

e Orden : Polypodiales

e Familia : Dryopteridaceae.

e Género : Dryopteris

o Especie : Dryopteris filix mas

Los helechos estan clasificados entre las plantas criptdgamas vasculares (plantas sin
flores). Existen mas de 7 mil especies que habitan zonas boscosas abiertas en suelo-
rico en humus, pero también en cierta medida en brezales y claros sombreados de

bosques. El rizoma del helecho macho es extenso, de hasta 30 cm de largo y a menudo
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ramificado. Tiene raices fibrosas de 1 — 2mm de grosor. El tallo esta rodeado de
escamas angulares de hojas caducas. La roseta de hojas forma un embudo, las hojas
estan arrolladas al principio y luego se abren en frondas verde palidas de hasta 1 m
de largo cada fronda se divide en hojas alternas cada vez mas pequefias hacia el
apice. El rizoma y los peciolos estan cubiertos de pequefias escamas parduscas. En
verano, se desarrolla pequenas vesiculas de un verde claro en el envés de los foliolos
(grupos de estructuras con esporas) (THOMSON, 1981).

2.2.2 Partes de la planta de uso médico: El rizoma.

Propiedades: Existen diferentes campos de accion en esta planta; unos aceptados por
la medicina tradicional y otros solo por la popular. Estos son algunos de los beneficios

gue podemos encontrar con el uso de esta planta.

2.2.3 Principios activos del helecho macho:
e Oleorresina (6,5-15%).
o Fraccion esencial o etérea, que posee trazas de acidos grasos libres, que
potencian la accién de la filicina.

2.2.4 Efecto Del Helecho Macho:
Puede provocar gastroenteritis, hematuria y broncoespasmos.

La toxicidad del helecho macho es muy alta, oscilando lo dosis letal del extracto etéreo
entre 0,3-3 g/Kg, segun la especie del animal y la via de administracion.

2.3 Garrapatas Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

son ectoparasitos de habitos hematéfagos para la mayoria de los vertebrados
terrestres y que constituyen uno de los parasitos de mayor importancia econémica para
las explotaciones bovinas, en virtud de sus efectos patégenos y acciones como:
disminucion en la produccion de carne o leche, deterioro de pieles, debilitamiento de
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los animales, retardo en el crecimiento en los jovenes, baja conversion de alimentos
en carne- o leche y dificultad en la adaptacion de razas especializadas (CASANOVA y
MORA, 1984; OSORIO, 1977).

2.3.1 Taxonomia

e Phylum: arthropoda.

e Clase: Arachnida

e Orden: Acarina.

e Suborden: Ixodoidea

¢ Familia: Ixodidae

« Subfamilia: Rhipicephalinae

¢ Género: Rhipicephalus

e Especie: Rhipicephalus (Boophilus) microplus. (BARKER Y MURRELL
2008)

Las garrapatas pertenecientes a la familia Ixodidae se conoce como garrapatas duras
o garrapatas verdaderas debido a la presencia de un escudo rigido de quitina,
localizado en la superficie dorsal del macho y sobre la parte anterior de las hembras
(ICCTTD 2004 a).

Las herramientas moleculares han permitido grandes avances en el entendimiento de
las relaciones filogenéticas de las garrapatas. Recientemente entre las nuevas
relaciones filogenéticas establecidas, se destaca la del genero Boophylus han sido
reclasificados en el subgénero del genero Rhipicephalus, por ser este ultimo
parafiletico con respecto al primero; por lo tanto las especies de garrapatas que’
pertenecian al género Boophilus han sido reclasificadas recientemente como un
subgénero del genero Rhipicephalus por tener evidencias moleculares, citogenéticas,
morfolégicas, biogeograficas y de interaccién con los huéspedes (BEATI, L. KEIRANS
J. 2001).
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2.3.2 Distribuciéon Geografica.

La garrapata del vacuno se encuentra en casi todas las regiones ganaderas del mundo

ubicadas en zonas templadas, sub tropicales y tropicales.

Esta garrapata es originaria de- Aéia» (PAL Y WHARTON, 1974) y se ha extendido-a las
principales zonas de cria de vacuno, como América del sur y Austria a través del

comercio de vacuno.

En Africa se cree que fue introducida en Madagascar con la importacién de ganado y
posteriormente al sur y sur este del continente (Sudafrica, Zambia, Malawi, Tanzania
y Kenia) (WALKER y col. 2003).

En el continente americano esta garrapata esta presente en el norte de Uruguayy
Argentina, parte de Brasil, Colombia, Pera y en algunos paises de Ameérica central
(ICTTD 2004 b).

2.3.3 Morfologia

Tanto los machos como las hembras tienen el cuerpo en forma de saco, globoso o
aplanado, dependiendo de que los ejemplares se hallen alimentados o en ayunos. El
tamario corporal al igual, que la forma también varia mucho (2-8mm a 1-2cm) segun

el estado fisiolégico de los ejemplares (alimentados o en ayunos).

Como es propio en el extremo anterior del cuerpo tiene el capitulo o gnatosoma es una
| pieza mas o menos aislados del resto del cuerpo (idiosoma) con los apéndices bucales
en el extremo (queliceros, pedipalpos y la formacion de sus coxas, el hipostoma). El
gnatosoma lleva un par de palpos con cuatro segmentos que son simples 6rganos
sensoriales que ayudan a encontrar a su hospedador (ENCINAS et al., 1999)

Durante la toma de sangre se apartan a los lados, no interviniendo en la perforacién
de los tejidos. En las hembras, en la base del capitulo por la cara dorsal, se hallan las
denominadas areas porosas, que contienen la abertura de unas glandulas cuya
secrecion interviene en la impermeabilizacion de los huevos. (ENCINAS et al., 1999)
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Se caracterizan por tener el abdomen y cefalotérax fusionados, por lo tanto las
regiones corporales estdn compuestas por el prosoma que es el aparato bucal y el

idiosoma formado por el cuerpo y los cuatro pares de patas (SOULSBY et al 1897).

El prosoma junto con el cuello forma el capitulo, localizado en la parte terminal anterior
del cuerpo, se caracteriza por ser corto y ancho, con margenes laterales redondeadas
(HAGEN y KOPP., 1999)

Las hembras tienen grupos de poros en pares denominadas areas porosas localizadas
en la porcion dorsal de la base del capitulo; estas areas producen y liberan
antioxidantes que inhiben la degradaciéon de los compuestos en las secreciones del
organo del gene (BAUTISTA et al., 2006).

La cabeza de la garrapata tiene una sustancia quitinosa que le permite proteger su
sistema nervioso a su vez esta compuesto por dos 6rganos llamados queliceros,
localizados en el dorso del capitulo. Cada quelicero tiene dos artejos, el medial que es
el mas largo, pude moverse en forma lateral, mientras que en el externo es mas
pequefio, reside en una cavidad del digito medial y se mueve con este. Ambos tienen
denticulos afilados los cuales rasgan la piel del hospedero e introducen un érgano de
succién llamado hipostoma, estructura prominente localizado en la parte ventral del
capitulo, la cual contiene filas de dientes curvos (HAGEN y KOPP 1999).

Ademas al lado del hipostomo se sitian dos apéndices o palpos que actian como
soporte para adherirse al hospedero. Esto estan conformados por varios segmentos
en el dltimo se encuentra el érgano palpal, por medio del cual la garrapata detecta las
zonas mas delgadas de la piel y donde existe mayor irrigacion sanguinea (parra, 1999).
Conforme el hipostoma se inserta los palpos se mantienen fuera de la lesion y se sittien
a los lados de la piel del hospedador. Las secesiones salivales contienen
anticoagulantes y otros componentes activos que promueven el desarrollo de lesiones.
La gran cantidad de fluidos salivales que se produce es la avenida principal para la
trasmision de la enfermedad (RICHAR WALL y DAVID SHEARER., 2001).
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Los cuatro pares de patas se articulan con el cuerpo mediante una estructura muy
resistente denominada coxa. Cada pata estd dividido en seis segmentos, coxa,
trocanter, fémur, tibia, tarso y metatarso. La coxa esta insertada en forma vertical al
cuerpo y permite una rotacién limitada; los otros segmentos se flexionan de tal manera
que cada pata puede ser doblada contra la superficie ventral o extendida para caminar
(HAGEN y KOPP., 1999).

La garrapata en su estado de larva posee tres pares de patas, mientras que en estado
de ninfa y adulto posee cuatro pares de patas. Un par de garras y una almohadilla esta
presente en cada tarso. Un elemento sensorial conocido como “6rgano de haller” se
encuentra en la superficie dorsal del tarso del primer de par de patas del ectoparasito,
este 6rgano recibe estimulo de forma vibratorio (vibracion que reciben del ganado
cuando se mueve), (HAGEN vy col., 1999; BAUTISTA et al., 2006).

El cuerpo de la garrapata varia de forma y tamafio en machos y hembra. El dorso de
los machos esta recubierto totalmente por un escudo formado por quitina. El dorso
delas hembras larvas y ninfa estan sol recubiertas por un escudo de quitina en la parte
anterior, lo que les permite crecer y agrandarse lo suficiente para contener hasta dos
centimetros cubicos de sangre (LOPEZ et al., 1980). En la regi6n dorsal se localizan
un par de ojos, uno a cada lado del escudo, los cuales son imperfetos y se cree que
solo perciben luz y movimiento, estas garrapatas carecen de festones y ornamentacion
(PARRA et al.,, 1999) (SOULSBY et al 1897).

Las hembras de este género carecen de orificio anal y el macho lo presenta muy tenue.
El orificio genital se sittia en la linea media del cuerpo, es el que da la diferenciacion
sexual. El dimorfismo sexual es muy pronunciado, la hembra es de mayor tamario que
el macho (SOULSBY et al 1897).

2.3.4 Ciclo bioldgico

Es una garrapata de un sélo huésped que preferentemente son los bovinos, pero
también puede llegar a infestar a equino (LABRUNA et al, 2001) ovinos, caprinos y
venados (GEORGE et al., 1990). SOLIS et al., (1993), POPHAM y GARRIS (1991) y
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NUNEZ et al., (1982) Dividen el ciclo biolégico en dos fases: una fase no parasitica o
de vida libre, que inicia desde el desprendimiento de la teleogina (garrapata aduita
ingurgitado) hasta la aparicion de las larvas en la vegetacion; otra fase parasitica o de
vida parasitaria, que comienzan una vez que las larvas infestan al hospedero y

terminan con el desprendimiento de las teleoginas.

El tiempo que tardan en alimentarse los ejemplares es de unos 3-5 dias en el caso de
las formas juveniles y de 7-12 dias en el caso de los adultos, aunque estos tiempos
pueden sufrir variaciones importantes segun el grado de sensibilizacion de los
animales. (ENCINAS et al., 1999)

Muestran las mayores adaptaciones a la vida parasitaria. Los tres estadios de
desarrollo se alimentan sobre el mismo hospedador, sobre el que asimismo realizan
las mudas, siendo este abandonado solamente por la hembra repleta de sangre. La
puesta de huevos y el nacimiento de la larva tienen lugar en el suelo. La fase
parasitaria se prolonga durante unos 21 dias (NORMAN et al 1978).

vida libre o fase no parasitica (NUNEZ et al. 1982) comprende; Protoquia o pre-
ovoposicion tiene una duracion en verano de 2 a 4 dias mientras que en invierno se
amplia hasta 90 a 97 dias; ovoposicion durante un periodo de 11 a 70 dias (SOLIS et
al.,, 1993) puede completarse entre los 5 a 17 dias en condiciones favorables de
temperatura 21°c — 36°c con temperatura menores a 10°c las teleoginas suspenden la
ovoposicion (PARRA et al., 1999); metatoquia varia de 2 a 5 dias (NUNEZ et al.,
1982); incubacion, es el estado mas susceptible a los factores ambientales (NUNEZ
et al., 1982) menciona un promedio de 15 dias en verano maximo 51 dias en invierno,
bajo condiciones de laboratorio menciona un promedio de 24 dias(CEN et al., 1998);
eclosién bajo condiciones controladas de laboratorio es superior al 80% (NUNEZ et al.
1982); vida larvaria libre, es el tiempo que ocurre desde la eclosion larval hasta el
encuentro del hospedero (CASTELLANOS et al., 1993). Se ha observado en los meses
himedos ocurre una mayor viabilidad larvaria comparado los meses secos varia desde
22 dias hasta 240 dias (SOLIS et al., 1993).
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Fase parasitica (NUNEZ et al., 1982) comprende: etapa larval en la cual la mayoria se
fijlan en minutos y mas de 90% comienzan a alimentarse las primeras 24 h; etapa ninfa
se produce alrededor de 5 dias pos infestacion al final de esta etapa del dimorfismo
sexual es evidente; etapa adulto donde cada macho surge desde el dia 13 puede
fertilizar 18 hembras y permanecer en el hospedero hasta 48 dias posterior a la muda
mide 2 — 2.5mm (DAVEY et al, 1986). La hembra adulta emerge de su estado
metaninfal a los 11 dias pos infestacion a partir del dia 16 al 18 el crecimiento es rapido
cinco veces su peso alcanzando su tamario de 7-13 mm de largo, 4- 8 mm de ancho.
El proceso que completa el ciclo de desarrollo de la garrapata lo constituye la fase
parasitica con un promedio de 21 dias (NUNEZ et al., 1982)

Las garrapatas en el subgénero Boophilus pueden completar su ciclo de vida en un
plazo de 3 a 4 semanas; esta caracteristica puede causar una gran carga de
garrapatas en los animales (ANEEMAL, 2007).

2.3.5 Fijacion Y Toma De Sangre.

Tras la entrada en contacto con los hospedadores, cada especie (y fase evolutiva)
tiende a fijarse en una determinada region corporal, generalmente en la cabeza, cullo,

dorso o region ingunal. Se desconoce la base molecular de semejantes tropismos.

La perforacion de la piel la realizan con el segmento distal dentado de los queliceros ;
segun algunos autores en el proceso intervienen tambien enzimas segregadas por las
glandulas salivales. A medida que los quelicaros rasgan la piel, el hipostomo se
introduce en la misma. La profundidad a la que penetran en la piel los apendices
bucales varia segun la longirud de esos apendices. En las especies en los que son
cortos(brevirostrata) parece ser (al menos en boophilus) que los de ninguna fase

evolutiva llegan a atravesar la lamina basal de la union dermo epidermina.

La rotura de los capilares aun no esta claro si se debe solo a la accion de los quelicaros
o si en ella intervienen tambien componentes liticos de la saliva. En el extremo de los
apendices bucales tipicamente se desarrolla un abceso conocido como cavidad de

alimentacion, desde la que los paracitos succionan la sangre y exudados tisulares. El
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diamnetro de la cavidad es de 1-1.5mm, aunque varia mucho segun la fase evolutiva
implicada (menor en el caso de las larvas y ninfas que en el caso de los adultos) y
grado de sencibilizacion de los animales (ENCINAS et al., 1999).

La alimentacion de los paracitos tienen lugar en dos fases una de alimentacion lenta,
en la que su peso en ayunas solo se incrementa unas diez veces; otra de aliemtacion
rapida, en la que en las ultimas 12-24 horas de su permanencia sobre los
hospedadores incrementan su peso alrededor de otras diez veces. Se desconoce

como extraen los apendices bucales una ves finalizada la alimentacion.
2.3.6 Respuesta del hospedador.

La saliva de las garrapartas contiene moleculas farmacologicamente muy activas, que
tiene como destino la neutralizacion de los mecanismos hemostaticos de los
hospedadores y los de su sisteme defensivo (ENCINAS et al., 1999).

Las moleculas presentes en la saliva condicionan en gran medida el tipo de respuesta,
tipo en el que tembien influyen otros posibles factores como es por ejemplo la
projundidad a la que son inoculadas esas moleculas. A su vsa rl tipo de respuesta esta
condicionado tambien por las particularidades de los sistemas hemostaticos | y
defensivos de cada especie de hospedador y por la constitucion genetica (sisteme
MHC) de los individuos que la componen (ENCINAS et al., 1999).

Existen algunan particularidades de la respuesta de estas la mas notoria es el numero
elevado de basofilos (y segun algunos autores tambien de mastocitos) presentes en el
infiltrado celular que se origina alrededor de los apendices bucales en el punto de
fijacion (como consecuencia del traumatismo o la accion de la saliva, etc). La presencia
de estas celulas es notorio en un primenr contacto a partir de las 48h posfijacion al
menos en cobayas, el 90% de todas las celulas. En rumiantes en los pocos sisitemas
estudiados hasta la fecha, su numero nunca alcanza unos valores tan elevados, siendo
normalmente superados por neurofilos y macrofagos. Mastocitos y basofilos son
celulas que desempefnan un papel central en la inflamacion y en las reacciones

alergicas de hipersencibilidad inmediata. En relacion con las infestaciones por
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garrapatas no se conoce todavia la relacion de citocinas mediadors responsables de
su abundancia en los infiltrados (ENCINAS et al., 1999).

En relacion con las acciones nocivas de los componentes salivales, cabe sefalar las
derivadas de su accion inmunodepresoras; esta accion ha sido propuesta por algunos
autores como la responsable de la reactivacion de diversos tipos de infecciones
latentes durante las epocas de gran abundancia de garrapatas:

v La perdida de sangre como consecuencia de la alimentacion de los parasitos.
Las garratas someten a la sangre que ingieren a un proceso de concntracion,
eliminando adua de la misma que devuelven al hospedador. Se acalculado que
cada hembra de las especies de gran tamafno pueden exfoliar hasta 2-4g de
sangre lo que explica las anemias agudas que frecuentementese observan en
animales con infestaciones intensas (ENCINAS et al., 1999).

v La transmicion de enfermedades donde las garrapatas actuan como vectores
de virus, bacterias y protozoos

2.3.7 Localizacion y hospedero

Se caracteriza por la presencia de garrapatas sobre la piel de diferentes partes del
cuerpo (Quiroz y Rojas, 1990).

Segun Geofrey (1994), el sitio preferido por las garrapatas del genero boophilus son la
cara, cuello, papada y costados del cuerpo.

El hospedero primario es el ganado vacuno, pero tambien se ha encontrado en
caballos, ovejas, cabras (Soulsby, 1987) y siervos (Soulsby, 1987 y El manual Merk
de veteinaria, 1993); rara vez parasita al hombre (Goldsmith, 1995).

2.3.8 Metodos de control de Rhipicephalus (Boophilus) microplus

La primera estrategia es el método de control quimico estd basado en el uso de
sustancias quimicas o ixodicidas ha sido entre los afos la estrategia de control mas
utilizado (LOPEZ et al., 2005). Las familias de ixodicidas que mas se han empleado
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han sido los 6rgano.clorados, érgano fosforados, piretroides amidinas, fenilpirazolonas
y lactonas macrociclicas (ROSARIO, HERNANDEZ, RICHAR WALL Y DAVID
SHEARER; 2001).

La segunda estrategia son alternativas de control no quimico dentro de las cuales
tenemos: razas de bovinos resistentes (NORVAL et al., 1996; SOLOMON y KAAYA
1996), manejo de pastizales mediante la introduccién de especies forrajeras que
disminuyan la carga de larvas en el pastizal (BENAVIDES et al., 2000) entre otros
Brachiaria brizantha, Melinis minutiflora y Stylozanthe ssp (SUTHERST et al., 1978).
Uso de plantas con efecto ixodicida (DE FREITAS y SOUZA., 2007; TEDONKENG et
al., 2005), el uso de extractos de plantas es una alternativa potencial para el control de
garrapatas ya que produce altos niveles de mortalidad y reduce la eficiencia
reproductiva (ROSADO et al., 2009, AGUILAR ET AL., 2008b), uso de vacunas una
producida en Australia (TickGARD) y la otra en Cuba (GAVAC) (JONSSON vy
MATSCHOSS,, 1998) (HEEPER T., LUCIUS R., GOTTSTEIN B., 2006)

Ectoparasiticidas reguladoras de cresimiento (IGRs) de los insectos interfieren con
diferentes etapas del crecimineto y desarrollo de los artropodos, actuando
principalmente durante el desarrolio embrionario, larvario y ninfal e interrumpiendo la
motamorfosis y reproduccion. Por lo tanto los IGRs no matan directamente los
artropodos lo que requieren mas tiempo que los insecticidas convencionales para
reducir la poblacion de ectoparacitos. Al actuar sobre un proceso especifico de los
insectos, tiene un elevado grado de selectividad entre insectos y vertebrados. Los
IGRs pueden dividirse en tres categorias: hormonas juveniles (metopreno, fenoxicarb),
inhibidores de la sistesis de quitina (benzoilfenilureas; evita la produccion de
microfibrillas de quitina) y otros (RICHAR WALL y DAVID SHEARER., 2001).

2.3.9 Importancia Sanitaria Y Economica

Rhipicephalus (Boophilus) microplus es la especie de garrapata con mayor importancia
en el mundo para la produccién ganaderaen las zonas tropicales y subtropicales,
ocasiona fuertes limitaciones al desarrollo de la ganaderia de carne y leche. Esta

garrapata produce pérdidas fisicas directas como disminucién en la ganancia de peso,
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dafio en los cueros, mortalidad, menor produccion lactea, costos por control
(garrapaticidas, manode obra, infraestructura de bafiaderos).

Estos dafios se pueden clasificar en tras categorias:

» Darios directos: los animales de abastos se ven molestados por al picaduras de
las garrapatas y el prurito resustante lo que influye negativamente en su
cresimiento y productividad. Los procesos inflamatorios y las cicatrices
disminuyen la calidad del cuero. Las infestaciones masivas son causa de
anemia en caso de animales jovenes.

o Darios secundarios: el prurito originado por la picadura hace que los animales
se rasquen y se frotan conra objetos lo que aumenta el riesgo de infeccion.
estas heridas atraen a moscas (muscidae, calliphoridae), lo que hace que en

las infestaciones macivas de garrapatas, la miasis sean frecuentes.

Transmision de agentes causantes de enfermedades: mas de cinco agentes causantes
de enfermedades desde virus hasta protozoos, peden ser transmitidos por las
garrapatas al hombre y a los animales. A lo largo de su ciclo evolutivo, las garrapatas
transmiten muchos patogenos de forma transestadial y transovarial (HEEPER T,
LUCIUS R., GOTTSTEIN B., 2006)
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il. MATERIAL Y METODOS

3.1 Lugar de ejecucion

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en la Region de Huanuco, cuya

ubicacion es la siguiente:

Ubicacién Geografia

Departamento : Huanuco
Provincia : Huanuco
Distrito : Pillkomarca
Altitud : 1,898 m.s.n.m.
Latitud sur : 09° 55 377
Longitud oeste  :76° 14’ 25"
Temperatura :13°a29°C
Humedad relativa : 60%

Clima : subtropical

Precipitacion anual: >1000/afo
(Instituto Nacional De Estadistica E Informatica, 2015)

La obtencién del extracto etanolico del fruto de neem (Azadizachta indica A. Juss) y el
rizoma del helecho macho (Dryopteris filix mas) se realiz6 en el Centro de Investigacién
de Plantas Naturales de la Amazonia (CIPNA) — de la Universidad Nacional Agraria la
Selva (UNAS); ubicada en el Distrito de RUPA-RUPA, Provincia de Leoncio Prado,
Departamento de Huanuco.

La ejecucion del experimento se realizé en la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la Universidad Nacional Hermilo Valdizan — UNHEVAL, en el Laboratorio
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de Microbiologia. Ubicada en el Distrito de Pillco Marca, Provincia Huanuco,

Departamento de Huanuco.

3.3 MATERIALES

3.3.1 Materiales biolégicos

o Fruto maduro de arbol Neem ( Azadirachta indica ) (3 kg)

«  Rizoma del Helecho Macho ( Dryopteris filix mas) (1 kg)
3.3.2 Materiales de campo

e Bolsas de color negro

e Balde plastico/10L

. Balde plastico /5L

e Plumén indeleble

o Atomizador de capacidad 5 mL.

¢ Cubeta de plastico para la recoleccion de la garrapata

Esponja cubrir del fondo de la cubeta.

3.3.3 Materiales de laboratorio
e Placas Petri
e Jeringa/3 mi
o Guantes
e Mascarillas
¢ Pinzas romas
e Aguja punta roma
e Papel aluminio
e Tela algodén
e Frascos de vidrio
e Guardapolvo

¢ Regla de 30cm.
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3.3.4 Solventes
e Alcohol 70%
e Agua destilada

¢ Hipoclorito de sodio

3.3.5 Equipos.

Rota vapor R-3

Estufa

Platos de aluminio
Balanza digital
Estereoscopio

camara fotografica canon

Horno de Pasteur

3.4 METODOLOGIA

3.4.1 Recoleccion de las plantas

1. La recoleccion del fruto maduro del Neem se acopié en el Distrito de Rumisapa,
Provincia de lamas y Departamento de San Martin ( Fig 1.)

2. La recoleccién del rizoma de Helecho Macho se realiz6 en el caserio de
Expedicién, Distrito Chinchao, Provincia de Huanuco y Departamento de

Huanuco (Fig 2.)

3.4.2 Obtencion de extracto

Para la obtencion del extracto etandlico se considerara las recomendaciones de

(GONZALEZ et al., 2004).

Maceracién:
Para la obtenciéon de los extractos etandlicos por éste método se llevé a cabo el

siguiente procedimiento:
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. Recoleccion del fruto del arbol de Neem se realiz6 en el distrito de Rumisapa
9 kildbmetros de la cuidad de Tarapoto - San Martin, y la recoleccion del
rizoma del Helecho Macho se recolecto del caserio de Expedicion (Fig 3.).

. Pre tratamiento: Limpieza y secado de la muestra.

Obtenido los frutos del Neem y Helecho Macho fueron deshidratados por 7
dias bajo sombra y posteriormente' se llevo al horno de Pasteur por 12 ha
40c° (Fig 4.).

. Reduccién de tamanio: se tomé la muestra seca y se trituré (Fig 5.)

Extraccion: se pes6 en gramos una cantidad de material y se deposité en los
recipientes dispuestos para tal fin, se adiciono el solvente etanol hasta cubrir

completamente el material vegetal, se agito y tap6 (Fig 6.)

. Reposo: se dej6 reposar por un periodo de 10 dias, agitando
esporadicamente el contenido (Fig 7)

. Obtencién del extracto: se filtré el producto, se recuperé el solvente con
ayuda de un Rota Vapor R-3, posteriormente el extracto concentrado se
colocé a la estufa a una temperatura de 65 C° por 12 horas para su secado
(Fig 8, 9)

. Se envaso los extractos etanélicos de Neem y del helecho macho para ser
conservados en un ambiente fresco, seco y evitando la luz directa
(KUKLINSKI, 2003) (Fig 12.).

3.4.3 Recoleccion de las garrapatas

Las garrapatas de los vacunos infestados se recolectaron en Camal Municipal de

Huanuco, que provenian de la selva (Fig 13). Para tal propésito, se pas6 suavemente

la mano sobre el animal, una vez detectada la garrapata se procedera a girarla y tirarla

suavemente en contrapelo hasta desprenderla. Posteriormente se colocaron en

envases de plastico cuyo fondo fue cubierto con una esponja para conservar la
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humedad y evitar que las garrapatas se lesionaran, luego se llevaron al laboratorio de
microbiologia de la FMVZ, donde fueron lavadas con una solucién de hipoclorito de
sodio al 2.5% para prevenir contaminacion bacteriana y flingica; se eliminaron aquellas
que presentaron mutilaciones o malformaciones (RODRIGUEZ y otros, 2010) y
finalmente se procedié a su identificacion como Rhipicephalus microplus utilizando las
claves taxonémicas recopiladas por RUEDISUELI & MANSHIP (2006).Las garrapatas
se clasificaron segan su tamario, descartando las ninfas y larvas. Una vez clasificadas,
fueron divididas en grupos de diez y ubicadas en cajas de Petri a temperatura
ambiente.

3.4.4 Evaluacion de la actividad garrapaticida
1. Se uso el disefio de investigacion de post prueba Unica y grupo de control
(BERMUDEZ, y otros, 2000).
RG+ X1 01
RG> X2 02
RG3 - 03

Dénde:

RG1= Grupo tratamiento uno

RG2= Grupo tratamiento dos

RG3= Grupo control

Xi= tratamiento con extracto de Azadirachta indica
X2= tratamiento con extracto de Dryopteris filix mas
01= medicién del grupo tratamiento uno

Oz= medicién del grupo tratamiento dos

03= medicién del grupo control

2. La exposicion de las garrapatas a los extractos, se hizo mediante, la prueba de
inmersion de adultas. Para esto, se us6 16 cajas de Petri, colocandolas en
éstas una fina capa de algodén y se vertié 5 ml de agua destilada para el grupo
control tratamiento | (0% ) y a los tratamientos 11-0.5 g (10%), lll-1g (20%), IV-
1.5g (30%), V-2g (40%), VI-2.5g (50%), VII-3g (60%), VIII-3.5g (70%), IX-4g
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(80%), X-4.5g TZ:C))O%), XI-5g (100%); del extractos etandlico del fruto de Neem
(Azadirachta indica); grupo control tratamiento | (O%) y los tratamientos 1-O.5g
(10%), llI-1g (20%), 1V-1.5g (30%), V-2g (40%), VI-2.5g (50%) del extractos
etandlico del rizoma de Helecho Macho (Dryopteris filix mas). Luego se
colocaron las garrapatas (n=10), las cuales se sumergieron completamente con
la ayuda de una aguja punté roma, para evitar dafo en la cuticula.
Posteriormente las cajas se taparon y se rotularon, indicando el nombre del
extracto, la dilucion y hora de exposicién. Inicialmente, se evalué el efecto de
cada extracto. La mortalidad de las garrapatas se evalu6 cada 2 h, por 24 h,
post-aplicacién del extracto, momento en el cual, se consideraron como
garrapatas muertas, aquellas que no mostraban movimiento durante la
observacién por 10 minutos (Fig. 14, 15).

3.5 ANALISIS DE DATOS ESTADISTICOS.

Para el analisis de los datos se utiliz6 los porcentajes, Ia estadistica descriptiva (media,
desviaciéon estandar) y la estadistica inferencial, para lo cual se utilizé el Disefio
Completamente al Azar cuyo modelo matematico se detalla a continuacion:

Ademas se tuvo en cuenta el analisis multivariado mediante el ANOVA y para la fuente
de variacion significativa (p<0.01), y el contraste de promedios se realiz6 mediante lé
prueba de TUKEY.

Yij =p + ti + £
Donde:

Yij = variable respuesta.
J = media general.
ti = efecto del i — ésimo tratamiento.

£ij = error experimental.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Efecto garrapaticida del extracto etandlico del fruto maduro del Neem
(Azadirachta indica)

De los resultados obtenidos del extracto etandlico del Neem in vitro se muestra en
el cuadro 2, la mayor efectividad se encontré al 90% (9/10) con el tratamiento Xl
(5g), 80% (8/10) con los tratamientos X (4.5g) y X (4g) respectivamente, 70% (7/10)
con el tratamiento Vi (3.5g) y 60% (6/10) con los tratamientos VIl (3g) y VI (2.5g)
respectivamente. La efectividad de los tratamientos V, VI, VI, VI, IX, X y Xl

estadisticamente son iguales comparadas con la Prueba de Tukey.

CUADRO 2. Numero, porcentaje y promedio de garrapatas muertas y vivas con
los diferentes tratamientos del extracto etandlico del fruto del Neem
(Azadirachta indica) observadas en 24 horas.

TRATAMIENTO
| i n v Vv vi v vl IX X Xi

(0g) (0.5g) (19) (1.59) (29) (2.5g) (3g) (3.59) (49) (4.59) (59)

Y 10 10 14 16 20 22 22 24 26 26 28
% 00 00 20 30 50 60 60 70 80 80 90
y 1 1 14 16 28 22% 222 24* 26% 262 28

@ Simbolos iguales estadisticamente son iguales (p<0.01).

Al respecto nuestros resultados difiere al mencionado por Gaitan et al. (1994)
donde ha obtenido resultados de eficacia del 60% en experimento in vitro con
solucion acuosa de harina de Neem al 2.3%. Por otra parte, en el presente estudio
se observo que con los tratamientos VIl (60%), VIII (70%), 1X (80%), X (80%) y Xl
(90%) se obtuvieron eficacias mayores. El grado de efectividad probablemente se
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debe a una amplia diversidad de principios activos (limonoides, una subclase de
terpenoides) que reduce la aparicion de resistencia tal como manifiesta GUERRA y
otros (2005) y VALENTE et al. (2007). Y ademas, ISEA et al. (2013) manifiesta que
los principales factores que determinan la eficacia acaricida del extracto son el
tiempo de exposicion, la concentracion del extracto y la susceptibilidad de la especie
del acaro.

Mencionan en México donde cosecharon semilla de Neem de plantas de edad
de 13 afios, realizaron el proyecto en hembras repletas in vitro a concentraciones
de 100%, 50%, 25% y 12.5% por 72 h obteniendo como resultado con extracto
etanolico al 100% mortalidad de 100%, con extracto oleoso al 12.5% en 24h

teniendo una mortalidad de 100%.

Efecto del extracto etanolico del Neem

10 010% EEN

0 20% EEN

130% EEN

140% EEN

0 50% EEN

B 60% EEN

Numero de garrapatas

070%EEN

0380% EEN

& 90% EEN

0 100% EEN

Tratamiento

GRAFICO 1. Namero de garrapatas (Rhipicephalus microplus) muertas tratadas
con las diferentes concentraciones (0% - 100%) del extracto
etanodlico de Neem (Azadirachta indica).
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En el Cuadro 3, se aprecia que la muerte de garrapatas inicia desde las 6 horas hasta
las 24 horas post aplicacién, sin embargo, la mayor frecuencia de muerte se dio entre

las 12 horas hasta 22 horas post aplicacién del extracto etandlico de Neem.

CUADRO 3. Numero de garrapatas (Rhipicephalus microplus) muertas tratadas
con las diferentes concentraciones (0% - 100%) del extracto
etandlico de Neem (Azadirachta indica), observado durante 24 horas
con intervalos de 2 horas.

TIEMPO (horas) TRATAMIENTOS
| i m v Vv VI vil Vii IX X Xl
0g 0.5 1g 159 2g 259 3g 3.5g 49 4.5g 5g
2 - - - - - - - - - - -
4 - - - - - - - - - - -
6 - - - - - - - - - 1 2
8 - - - - - - - - - - -
10 - - - - - - - - - - -
12 - - - - - - - - 1 2 3
14 - - - - - - 2 6 5 4 -
16 - - - - 1 4 2 - - - -
18 - - 1 1 - - - - - 1 3
20 - - - - 2 2 1 - - - 1
22 - - 1 2 2 - 1 1 - - -
24 - - - - - - - - 2 - -
TOTAL - - 2 3 5§ 6 7 8 8
T1 (Control) : 0% (0g) de extracto etandlico de Neem.

Tl (Experimental) : 10% (0.5g) de extracto etandlico de Neem.
THl  (Experimental) : 20% (1g) de extracto etandlico de Neem.
TIV (Experimental) : 30% (1.5g) de extracto etandlico de Neem.
TV (Experimental) : 40% (2g) de extracto etandlico de Neem.
TVI (Experimental :50% (2.5g) de extracto etandlico de Neem.
T VIl (Experimental) : 60% (3g) de extracto etanélico de Neem.
T VIII (Experimental) : 70% (3.5g) de extracto etandlico de Neem.
TIX (Experimental) :80% (4g) de extracto etanélico de Neem.
T X (Experimental) :90% (4.5g) de extracto etandlico de Neem.

T Xl (Experimental) : 100% (5g) de extracto etanélico de Neem
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El promedio general de la distancia (cm) recorrida por las garrapatas
(Rhipicephalus microplus) tratadas con el extracto etandlico de Neem (Azadirachta
indica) en respuesta a aplicacion de los diferentes niveles tratamientos (0% - 100%) y
observado durante 24 horas, con intervalo de 2 horas por 10 minutos por tratamiento
fue de: 6,36 cm, 3,28.cm, 3,19.cm, 1,10 cm, 0,28 cm, 0,17 cm, 0,26 cm, 0,22 cm, 0,13
cm, 0,07 cm, y 0,03 cm para los tratamientos |, II, Ill, IV, V, VI, VII, VIill, IX, X y XI
respectivamente (Cuadro 4).

CUADRO 4. Promedio de la distancia (cm) recorrida por las garrapatas
(Rhipicephalus microplus) tratadas con el extracto etanolico de Neem
(Azadirachta indica) en las distintas concentraciones (0% - 100%),
observado durante 24 horas, con intervalo de 2 horas por 10 minutos.

TIEMPO TRATAMIENTOS
(HORAS) I 1l 11} v \Y; Vi \ili Vil X X X
Promedio2 1152 798 891 4. 146, 021 088 077 ©069 036 023
Promedio 4 96 353 572 432 08 013 14 0.7 085 g27 02
Promedio6 1328 573 472 224 071 161 08 06 016 o023 -
Promedio 8 65 363 476 203 - - - 0.54 - - -
Promedio10 548 334 646 055 - - - - 015 . -
Promedio 12 435 3.64 3.84 - - - - - - - -
Promedio 14 4.1 1.25 2.38 - - - - - - - -
Promedio16 444 243 012 0.02 - - - - - - -

Promedio 18 463 152 025 - " 0.02 - - - - -
Promedio20 331 215 - 009 041 012 - - - - -
Promedio 22 452 272 079 - - - 002 003 - - -
Promedio. 24 4.65. 1.52 0.35 - - - - - - - -

;;‘r"':r‘:?m 6.36cm 3.28cm 3.19cm 10cm  0.28cm 0.17cm 0.26cm 0.22cm 0.13cm 0.07cm0.03cm
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Perdida de movilidad
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GRAFICO 2. Promedios de la distancia (cm) recorrida por las garrapatas
(Rhipicephalus microplus) tratadas con el extracto etandlico de Neem
(Azadirachta indica) en los diferentes niveles de tratamiento.

T (Control) : 0% (0g) de extracto etandlico de Neem.

TN (Experimental) :10% (0.5g) de extracto etandlico de Neem.
Tl (Experimental) : 20% (1g) de extracto etandlico de Neem.
TIV (Experimental) : 30% (1.5¢g) de extracto etandlico de Neem.
TV (Experimental) : 40% (2g) de extracto etandlico de Neem.

T VI (Experimental) : 50% (2.5g) de extracto etanélico de Neem.
T VIl (Experimental) : 60% (3g) de extracto etandlico de Neem.

T VIl (Experimental) : 70% (3.5g) de extracto etanolico de Neem.
TIX (Experimental) :80% (4g) de extracto etanélico de Neem.
TX (Experimental) :90% (4.5g) de extracto etandlico de Neem.
T Xl (Experimental) :100% (5g) de extracto etandlico de Neem.
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2. Efecto garrapaticida del extracto etandlico del rizoma de Helecho Macho

(Dryopteris filix mas)

Los resultados de la efectividad garrapaticida en los adultos con el extracto
etandlico del rizoma de helecho macho in vitro se muestra en el Cuadro 5, la mayor
efectividad fue de 100% (10/10) con el tratamiento VI (2.5g), 60% (6/10) con el
tratamiento V (2g). La efectividad de los tratamientos VI, V y IV, estadisticamente

son iguales comparadas con la Prueba de Tukey.

Cuadro 5. Numero, porcentaje y promedio de garrapatas muertas y vivas con
los diferentes tratamientos del extracto etanélico de Helecho Macho
(Dryopteris filix mas) observadas en 24 horas.

TRATAMIENTO

[ Il m v vV Vi
- (0g) (0.5g) (19) (1.59) (29) (2.5g)
5y 10 12 16 20 22 30
% 00 10 30 50 60 100
X 1 1.2 1.6 22 2022 38

8 Simbolos iguales estadisticamente son iguales (p<0.01).

Se trabaj6é con varios niveles de tratamiento de extracto de rizoma de helecho
macho y se observé que la mortalidad se incrementé al aumentarse la concentracion
del extracto. Sin embargo, no hay informacién disponible en el que el extracto del
rizoma de helecho macho haya sido probado como garrapaticida, en cuyo caso los
resultados obtenidos en este estudio demuestran que el rizoma de helecho macho-
tendria mejor efecto garrapaticida que el fruto del Neem.
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Efecto del extracto etanolico de Helecho Macho
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GRAFICO 3. Numero de garrapatas (Rhipicephalus microplus) muertas tratadas
con las diferentes niveles de tratamiento (0% - 50%) del extracto
etandlico de Helecho Macho (Dryopteris filix mas)
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En el Cuadro 6, se aprecia que la muerte de garrapatas inicia desde las 8 horas hasta
las 24 horas post aplicacion, sin embargo, la mayor frecuencia de muerte se dio entre
las 12 horas hasta 22 horas post aplicacién del extracto etanélico de rizoma de helecho

macho.

CUADRO 6. Numero de garrapatas (Rhipicephalus microplus) muertas tratadas
con los diferentes niveles de tratamiento (0% - 50%) del extracto
etandlico de Helecho Macho (Dryopteris filix mas), observado
durante 24 horas con intervalos de 2 horas.

TIEMPO TRATAMIENTOS
(HORAS) I | ]| v \' \'/|
(0g) (0.5g) (19) (1.59) (29) (2.5g)
2 - - - - - -
4 - - - - - -
6 - - - - - -
8 - - - - 1 1
10 - - - - - 3
12 - - - - 3 3
14 - - - - 1 1
16 - - - - - -
18 - - - 1 -
20 - 1 1 1 - -
22 - - 2 1 1 2
24 - - - 2 - -
TOTAL 0 1 3 5 6 10
T1 (Control) : 0% (0g) de extracto etanélico de Helecho Macho.

Tl (Experimental) : 10% (0.5g) de extracto etanodlico de Helecho Macho.
T Il (Experimental) : 20% (1g) de extracto etandélico de Helecho Macho.
TIV (Experimental) : 30% (1.5g) de extracto etanélico de Helecho Macho.
TV (Experimental) :40% (2g) de extracto etandlico de Helecho Macho.
TVI (Experimental) :50% (2.5g) de extracto etanélico de Helecho Macho.
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El promedio general de la distancia (cm) recorrida por las garrapatas

(Rhipicepha

lus microplus) tratadas con el extracto etandlico de Helecho Macho

(Dryopteris filix mas) en respuesta a aplicaciéon de los diferentes niveles tratamientos

(0% - 50%)

por tratamie

y observado durante 24 horas, con intervalo de 2 horas por 10 minutos
nto fue de: 6.36 cm, 1.47 cm, 1.36 cm, 0.53 cm, 0.014 cm, 0.008 cm para

los tratamientos |, 11, lll, IV, V y VI respectivamente (Cuadro 7).

Cuadro 7.

Promedio de la distancia (cm) recorrida por las garrapatas
(Rhipicephalus microplus) tratadas con el extracto etandlico de
Helecho Macho (Dryopteris filix mas) en las distintas
concentraciones (0% - 50%), observado durante 24 horas, con
intervalo de 2 horas.

TIEMPO TRATAMIENTO
(HORAS) I i n v v Vi
(0g) (0.5g) (19) (1.5g) (29) (2.5g)
Promedio 2 11.52 3.25 5.28 1.66 - 0.08
Promedio 4 9.6 3.94 54 1.64 - -
Promedio 6 13.28 5.24 1.25 2.78 - -
Promedio 8 6.5 1.73 3.03 0.25 - -
Promedio 10 5.48 1.21 1.2 - 0.14 -
Promedio 12 4.35 0.38 0.15 - - -
Promedio 14 4.1 0.52 0.2 - - -
Promedio 16 4.44 0.57 - - - -
Promedio 18 463 0.63 - - - -
Promedio 20 3.31 0.42 - - - -
Promedio 22 4.52 - - ‘ - - -
Promedio 24 4.65 - - - - -
Promedio
general 6.365cm 1.479cm 1.366cm 0.526cm 0.014cm 0.008cm
TI (Control) : 0% (0g) de extracto etanélico de Helecho Macho.
TH (Experimental) : 10% (0.5g) de extracto etandélico de Helecho Macho.
Tl (Experimental) : 20% (1g) de extracto etandlico de Helecho Macho.
T IV (Experimental) :30% (1.5g) de extracto etandlico de Helecho Macho.

TV (Experimental) :40% (2g) de extracto etandlico de Helecho Macho.

T VI (Experimental) :50% (2.5g) de extracto etanélico de Helecho Macho.
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Perdida de movilidad con extracto de Helecho
Macho

Distancia en cm
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Tratamientos AR :

GRAFICO 4. Promedios generales de la distancia recorrida por las garrapatas
(Rhipicephalus microplus) tratadas con el extracto etanolico de
Helecho Macho (Dryopteris filix mas) en los diferentes niveles de

tratamiento.

37



V. CONCLUSIONES

Ejecutada la investigacion se arrib6 a las siguientes conclusiones:

El extracto etandlico del fruto de Neem (Azadirachta indica) tuvo efecto garrapaticida,
con los niveles de tratamientos V (2g), VI (2.5g), VIl (3g), VIII (3.5g), IX (49), X (4.59)
y X1 (59) in vitro en garrapatas (Rhipicephalus microplus) adultas.

El extracto etandlico del rizoma de helecho macho (Dryopteris filix mas) tuvo efecto

garrapaticidas con los niveles de tratamientos 1V (1.5g), V (2g), VI (2.5g) y in vitro en’
garrapatas (Rhipicephalus microplus) aduiltas.
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V. RECOMENDACIONES

1. Es necesario establecer nuevas alternativas para el control de garrapatas ya que
es evidente la resistencia de Rhipicephalus microplus a diferentes productos

ixodicidas haciéndose aun mas dificil el control de estos ectoparasitos.

2. Realizar investigaciones en las que se determine, si la edad del arbol del Neem

interviene en la efectividad del extracto del fruto.

3. Generar proyectos de investigacion donde no solo se logre corroborar ia
existencia de un problema sino también se busque socializar con el productor los
diferentes resultados obtenidos y acompaniarlo en el desarrolio de manera eficaz,
sostenible y rentable dando una solucion benéfica para el productor el

consumidor y el medio ambiente.
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ANEXOS



CUADRO 8. Analisis de varianza de las concentraciones del extracto etandlico
de Neem (Azadirachta indica).

F.v G.L S.C C.M F.c F.t
Tratamiento 10 41.16 412 5.97 2.5
Error | 99 68.8 0.69
total _ 109 109.96

** indica que hay diferencia significativa (p<0.01).

CUADRO 9. Analisis de vérianza de las concentraciones del extracto etandlico
de helecho macho (Dryopteris filix mas).

F.V GL sC cM Fc “Fi
Tratamiento 5 26.73 535 9.07 343"
Error 54 31.6 0.59

total 59 58.33

** indica que hay diferencia significativa (p<0.01).
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FIGURA 2. Fotografia del fruto del arbol de Neem deshidratadas bajo sombra.
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FIGURA 4. Fotografias tomadas durante el proceso de secado del fruto
de Neem y rizoma del Helecho Macho.
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FIGURA 5. Fotografia deshidratada y triturada del fruto del Neem y rizoma del
Helecho Macho.

FIGURA 6. Fotografia tomada adicionando el solvente etanol al 70%
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FIGURA 7. Fotografia de la maceracién del fruto del Neem y rizoma del Helecho
Macho.

FIGURA 8. Fotografia tomada después del filtrado de las diferentes muestras:
primero siendo del fruto del Neem, segundo del rizoma del Helecho
Macho en el laboratorio del CIPNA- UNAS.
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FIGURA 10. Fotogrg;ia colocando el extracto concentré
Secado.
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FIGURA 11. Fotografias del extracto etandlico del Neem y el extracto etandlico
del helecho macho respectivamente sellados para su

conservacion.
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FIGURA 12. Fotografia de vacuno con garrapatas a nivel de la ubre y en
pliegues alrededor de le vulva.
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FIGURA 14. Fotografias de los diferentes tratamientos de extracto etandlico del
fruto de Neem y el extracto etandlico del rizoma del helecho
macho.
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FIGURA 15. Fotografia de los diferente tratamientos del extracto etanolico del
fruto de Neem observadas durante 10 minutos.

FIGURA 16. Fotografia de los diferente tratamientos del extracto etanolico del
rizoma del helecho macho observadas durante 10 minutos.
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FIGURA 17. Fotografia de los diferente tratamientos del extracto etanolico del
rizoma del helecho macho observadas durante 10 minutos con
pérdida de movimiento y muertos.

FIGURA 18. Fotografia del grupo control observado durante diez minutos.
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