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Resumen

Los compuestos mayoritarios presentes en los aceites esenciales de extractos
vegetales poseen diversas actividades bioldgicas. Aunque se ha encontrado que citral
y algunos aceites que contienen pulegén tienen efecto acaricida sobre larvas vy
garrapatas adultas no existen evidencias utilizando el pulegbn como compuesto contra

estadios de garrapatas.

En este estudio, se analizo el efecto acaricida de citral y pulegdn sobre larvas de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus. En la parroquia Guachanama4, cantén Paltas de la
provincia de Loja, se recolectaron manualmente garrapatas hembras repletas sobre
bovinos. Se mantuvieron en incubacién hasta alcanzar la oviposicion. La prueba de
paquete de larvas se ejecuté con larvas de 21 dias con cinco concentraciones de citral
y pulegén (2.5, 5, 10, 15 y 20 mg/ml) diluidos en una mezcla de agua + etanol (AE). La
mortalidad larvaria fue de 65% con pulegdn y 52% con citral. Las CLsogo de citral fueron
3,02 y 4,29 y de pulegén, 35,58 y 119,44 respectivamente. La correlacion fue
fuertemente positiva con citral (r= 0.943) y pulegén (r=0.957). Los resultados obtenidos

indican un efecto moderadamente acaricida sobre larvas de Rh. microplus.

Palabras clave: Rhipicephalus (Boophilus) microplus, citral, pulegén.



Abstract

The majority compounds present in essential oils from vegetable extract essential
oils have various biological activities. Although citral and some oils containing pulegoén
found to have an acaricidal effect on larvae and adult ticks, there is no evidence using

pulegon as a compound against tick stages.

In this study, the acaricidal effect of citral and pulegon on Rhipicephalus
(Boophilus) microplus larvae was analyzed. In the Guachanama parish, Paltas canton of
the Loja province, full female ticks were manually collected on bovines. They were kept
in incubation until oviposition was reached. The larval pack test was carried out with 21-
day-old larvae with five concentrations of citral and pulegon (2.5, 5, 10, 15 and 20 mg /
ml) diluted in a mixture of water + ethanol (EA). Larval mortality was 65% with pulegon
and 52% with citral. The LC50 / 90 for citral were 3.02 and 4.29 and for pulegon, 35.58
and 119.44 respectively. The correlation was strongly positive with citral (r = 0.943) and
pulegon (r =0.957). The results obtained indicate a moderately acaricidal effect on larvae

Rh. microplus.

Keywords: Rhipicephalus (Boophilus) microplus, citral, pulegone.



Introduccion

En los sistemas de produccién animal de interés zootécnico ubicados en las
zonas tropicales y subtropicales, los principales parasitos externos que impactan la
productividad de los animales domésticos son las garrapatas; sus picaduras provocan
irritabilidad e interfieren en la alimentacion del animal, provocan dafios en la piel y crean
una puerta de entrada para enfermedades bacterianas, fungicas y parasitarias que

pueden llegar a ocasionar grandes pérdidas en el ganado vacuno (Tapia, 2017).

Rhipicephalus (Boophilus) microplus constituye un problema global a través del
efecto directo en el animal parasitado e indirectamente en la transmision de agentes de
enfermedades infecciosas como Babesia bovis y B. bigemina. Por su amplia distribucion
se encuentra en gran parte de América, Africa, Asia y Australia (Benavides, Romero, y

Villamil, 2016).

Algunos productos para el control de garrapatas incluyen grupos de controles
quimicos con diferencias en sus mecanismos de accion, los mismos que se pueden
aplicar por aspersion, inmersion, de forma epicutdnea y por via parenteral a través de

inyectables (Rodriguez, Pedroso, Olivares, Sanchez, y Arece, 2014).

El uso frecuente de acaricidas sintéticos ha provocado la seleccién de
poblaciones de garrapatas resistentes creando principales problemas que afectan a los
productores bovinos, donde las garrapatas, especialmente Rh. (B.) microplus y los
agentes que transmiten, tienen un efecto costo-beneficio en la produccion bovina

(Alonso, Rodriguez, Fragoso, y Rosario, 2006).

Debido a la resistencia a los acaricidas convencionales los aceites esenciales
presentes en las plantas constituyen una importante estrategia de defensa contra
animales herbivoros y en particular contra plagas de insectos, acaros y hongos

patégenos (Mendoza y Taborda, 2010). Algunas especies como Lavandula angustifolia



y Cymbopogon citratus tienen buenos efectos acaricidas y larvicidas con una eficacia
del 90-100% por la presencia de sus metabolitos secundarios, comparables a los de los
acaricidas sintéticos utilizados actualmente, los cuales son una nueva estrategia para el
control de plagas siendo una nueva alternativa prometedora amigable con el medio

ambiente y el ser humano (Adenubi et al., 2018).

Este trabajo de titulacion tiene como objetivo determinar la eficacia acaricida
sobre las larvas de Rh. (B.) microplus a través la prueba del paquete de larvas utilizando
citral y pulegbn, compuestos presentes plantas de la region, a diferentes

concentraciones.

El proyecto investigativo se encuentra constituido por 3 capitulos. El primer
capitulo, o Marco Teorico consta de la informacion bibliogréfica recopilada sobre la
investigacion abordada del tema planteado, el segundo capitulo, o materiales vy
metodologia se enfoca en el desarrollo de la parte practica del tema investigativo y el
tercer capitulo, o resultados y discusion aborda los datos obtenidos a lo largo del
proyecto comparandolos con otros autores incluyendo finalmente conclusiones y
recomendaciones, las mismas que seran Utiles para futuras investigaciones

relacionadas con este tema.



Capitulo |

Marco tedrico

Rhipicephalus (Boophilus) microplus
1.1. Aspectos generales

Los parasitos son organismos de vida libre que poseen contacto sistemético
dependiendo metabdlica y evolutivamente del hospedero; entre ellos se establece
contacto biolégico e intercambio macromolecular, mediante el que, de forma actual o
potencial, ocasiona acciones patégenas o modificaciones del equilibrio homeostético del

hospedero y de la respuesta adaptativa de su sistema inmune (Rodriguez et al., 2014).

Las garrapatas duras son artropodos ectoparasitos hematéfagos obligados,
transmisores de enfermedades en humanos y animales domésticos y salvajes. Son
consideradas como agentes disruptores de los sistemas ganaderos, que afectan a los
bovinos en todas sus edades causandoles enfermedades parasitarias como anemia que

perjudica la produccién, irritacién y malestar en los animales (Polanco y Rios, 2016).

La garrapata del ganado bovino Rh. (B.) microplus es un parasito externo que
constituye una gran amenaza para la industria ganadera en muchos lugares del mundo,
causando enfermedades en los bovinos que son las responsables de pérdidas
considerables en el ganado susceptible representando un grave problema para la salud

publica y veterinaria (Gross et al., 2015).

1.2 Clasificacion

Las garrapatas son aracnidos que se dividen en dos familias, Ixodidae
(garrapatas duras) y Argasidae (garrapatas blandas). La familia Ixodidae cuenta con 12
géneros en el que consta Rhiphicephalus y el subgénero Boophilus y 683 especies,
mientras la familia Argasidae esta constituida por cuatro géneros y 183 especies

(Marquez, Hidalgo, Contreras, Rodriguez, y Muniain, 2005).



La Ixodidae se denominan garrapatas duras, debido a que presentan un escudo
duro localizado en la parte dorsal del cuerpo; que, en el caso de las hembras adultas,
ninfas y larvas, ocupa el tercio anterior, mientras en los machos adultos cubre toda la
superficie. Por lo contrario, la familia Argasidae se caracterizan por la ausencia del
escudo dorsal (Marguez et al., 2005). Rh. (B.) microplus o llamada cominmente como
garrapata del ganado, pertenece a la familia Ixodidae. Anteriormente era conocida como
Boophilus microplus, pero recientemente Boophilus se ha convertido en un subgénero

del género Rhipicephalus. (Navarrete, Rodriguez, Valle, Vargas, y Romero, 2014).

1.2.1 Taxonomia

Reino: Animalia

Filo: Arthropoda
Clase: Arachnida
Orden: Ixodida
Familia: Ixodidae
Género: Rhipicephalus

Subgénero:  Boophilus

Especie: Rh. (B) microplus (Polanco y Rios, 2016).

1.2.2 Morfologia
Figura 1. Morfologia externa de Rhipicephalus (Boophilus) microplus.




Fuente: (Pottinger, 2019).

Las garrapatas duras poseen un escudo dorsal (scutum), su aparato bucal (capitulum)
sobresale cuando se lo observa desde arriba. Las hembras ocho patas a diferencia de
las larvas que solo poseen seis patas poseen un capitulum con base hexagonal corto y
derecho. La placa espiracular tiene forma redonda u ovalada en forma de coma y los
pedipalpos son pequefios, comprimidos y acanalados dorsalmente y lateralmente. Los
machos tienen placas adanales y accesorias. El surco anal estd ausente o poco definido
en las hembras, y levemente visible en los machos, no posee festones ni ornamentos
(Alonso et al., 2006).

Las garrapatas adultas poseen ocho patas de color amarillo palido con amplio
espacio entre el primer par de patas y el hipostoma. El cuerpo tiene forma entre ovalada
y rectangular y el escudo es ovalado y mas ancho en la porcién anterior. El hipostoma
es corto y derecho. Las ninfas de esta especie poseen un scutum de color marrén
anaranjado. El cuerpo tiene forma ovalada y es mas ancho en la porcién anterior. El
color del cuerpo varia de marrén a azul grisaceo, con areas blancas en la parte anterior
y en los bordes. Las larvas de R. (B.) microplus poseen un capitulum corto y derecho y
un cuerpo de color marrén o crema. Las larvas poseen seis patas en lugar de ocho

(Alonso et al., 2006).



1.2.3 Ciclo biolégico

Figura 2. Ciclo bioldgico de la garrapata del ganado.

Las hembras gravidas
¢ ingurgitadas se dejan
caer del hospedador
al suelo

=5 =p

Las larvas permanecen en el
hospedador y después de dos
mudas se transforma en adultos

Los huevos eclosionan
en larvas de seis patas

Las hembras gravidas
ovipositan en el suelo

Fuente: (Polanco, 2016).

Las garrapatas cumplen cuatro estados en su ciclo de vida: huevo, larva, ninfa 'y
adulto y puede completarse en 40 dias. La larva de garrapatas R. microplus se alimenta
de la sangre del hospedador ya que infecta a un solo animal durante su vida ,cae al
suelo; dependiendo de la temperatura y la humedad, mudan después de un corto

periodo de tiempo (Pérez, 2016).

Las ninfas desarrolladas después de la muda de la larva, tiene sus mismas
caracteristicas, excepto que pueden vivir por mas tiempo y se alimentan de sangre del

hospedador y muda sobre él en un corto periodo de tiempo (Polanco y Rios, 2016).

En el estado adulto se presenta la diferenciacion sexual de las garrapatas; en
las especies que mudan en el estado de ninfa sobre el hospedador, unas salen de la

piel de la ninfa y se unen a otro sitio del hospedador como hembras, mientras otras



garrapatas salen de la piel de la ninfa y se alimentan de sangre antes de diferenciarse

a machos, proceso necesario para que ocurra la espermatogénesis (Pérez, 2016).

La cépula de las garrapatas duras se da sobre el hospedador, después de lo
cual la garrapata hembra se repleta de sangre y cae a la vegetacion, donde busca un
lugar himedo y protegido en el cual poner sus huevos, después de esto la garrapata
hembra muere. La duracion de este ciclo depende de la adaptacion de las especies de
garrapatas duras a la temperatura, la humedad y la disponibilidad de hospedadores

(Polanco y Rios, 2016).

Las hembras de las garrapatas duras, después de copular encima del
hospedador, caen de él y buscan un sitio seguro donde ovipositar, generalmente en el
suelo, cerca de la vegetacion que les provee refugio y regulacion de la temperatura y la
humedad. Bajo condiciones climaticas 6ptimas de temperatura y humedad, oviponen
dentro de los dos dias siguientes, pero en épocas frias pueden tardar semanas 0 meses.
Los huevos de las garrapatas duras son depositados en un solo grupo grande en sitios
hamedos, calidos y protegidos del calor extremo. Después de oviponer la hembra
muere, por tanto, cada hembra solo ovipone una vez en el transcurso de su vida. La
tasa de oviposicidn en este tipo de garrapatas varia de acuerdo con la especie, con un
rango muy amplio que va desde 4.500 huevos en el género Rhipicephalus hasta 22.000

huevos en el género Amblyomma (Polanco y Rios, 2016).

1.2.4 Distribucién geogréfica

R. (B.) microplus se encuentra distribuida a nivel mundial. Originaria del
continente asiatico y de la Isla de Java, fue introducida en la mayoria de los paises
tropicales y subtropicales a través de la importacion de ganado. Su presencia ha sido
descrita en varios paises y en la region neotropical, exceptuando Chile (Cortés,

Betancourt, Argielles, y Pulido, 2010).
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Esta especie esta distribuida en el continente americano desde el norte de
Argentina hasta México, incluyendo las Islas del Caribe y las Antillas. En Ecuador, se ha
descrito la presencia de esta especie en Santo Domingo de los Colorados, Napo ,

Pichincha y Loja (Pérez, 2016).

1.2.5 Importancia de la garrapata en el hospedador bovino

Las garrapatas son ectoparasitos hematéfagos, practicamente, de todos los
vertebrados terrestres, aves y algunos anfibios; segln su importancia han sido
reconocidas por su impacto en la salud humana y animal, por el dafio que causan al

alimentarse y por la transmisién de diversos organismos patégenos.

Rh. (B.) microplus denominada la “Garrapata Comun del Ganado”, es la especie
de mayor importancia en el &mbito veterinario por su impacto en la salud bovina, debido
a su papel como hospedador definitivo y trasmisor bioldégico de especies de

Babesia.(Cortés et al., 2010).

1.3 Mecanismos de control de garrapatas

Existe una creciente demanda de métodos de control seguros y una menor
dependencia de los productos quimicos sintéticos, que pueden causar intoxicacion de
animales , humanos, contaminacién del medio ambiente y los alimentos (Lage et al.,

2013).

En respuesta a estos problemas, las sustancias de origen vegetal se consideran
alternativas atractivas para el control de plagas. Ademas de su facil biodegradabilidad,
que se traduce en un bajo impacto ambiental, estas sustancias pueden actuar en una
variedad de acciones, dificultando el desarrollo de cepas resistentes (Lage et al., 2013).
En los ultimos afos, la investigacion de la actividad acaricida de los aceites esenciales

se ha intensificado.
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La resistencia a los pesticidas sintéticos convencionales se ha informado
ampliamente en garrapatas, acaros parasitos y otras plagas de importancia veterinaria
y médica. Por lo tanto, se necesitan enfoques nuevos y novedosos para controlar estas
plagas para garantizar programas de control eficientes que se puedan implementar

ahora y en el futuro (Alonso et al., 2006).

1.3.1 Acaricidas sintéticos

El control de R. microplus generalmente se realiza mediante el uso de acaricidas
sintéticos, pero la mayoria de los productos comerciales tienen baja eficiencia debido al
desarrollo de cepas resistentes, causadas por afios de uso indiscriminado sin criterios
técnicos adecuados. La mayoria de los acaricidas comerciales no tienen una eficacia

superior al 70% (Lage et al., 2013).

En América Latina, el control de garrapatas se ha basado principalmente en el
uso de acaricidas sintéticos, los mismos que presentan informes de resistencia a
organofosforados, piretroides sintéticos, amidinas, lactonas macrociclicas, fluazuron y

fenilpirazol (fipronil) (Castro et al., 2010).

1.4 Resistencia a acaricidas

La FAO define una poblacion resistente, a la deteccién por medio de pruebas
sensibles, de un aumento significativo del nimero de individuos de una poblacion de
una Unica especie que toleran drogas en dosis comprobadamente letales para la

mayoria de los individuos de la misma especie (Rodriguez, Pulido, y Garcia, 2017).

El desarrollo de la resistencia a los productos quimicos depende de las presiones
evolutivas y de constantes cambios, que involucran factores de variabilidad genética,
causada por mutaciones al azar o rearreglos genéticos que son producidos por el uso
constante de los pesticidas; permitiendo la reproduccion de individuos con el rasgo de

resistencia (Rodriguez et al., 2017). En las ultimas décadas, la resistencia a los
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insecticidas ha constituido el principal problema técnico en los programas de control de
plagas en la agricultura, la ganaderia y la salud publica. La resistencia a los compuestos
sintéticos aparecié en 1960, a los organofosforados a fines de la década de 1970 y a los

piretroides sintéticos a principios de la década de 1990 (Castro et al., 2010).

15 Plantas aromaticas

Las sustancias de origen vegetal se consideran alternativas atractivas para el
control de plagas, ademas de su facil biodegradabilidad, que se traduce en un bajo
impacto ambiental, estas sustancias pueden actuar en una variedad de acciones,

dificultando el desarrollo de cepas resistentes (Lage et al., 2013).

El uso de plantas terapéuticas en medicina veterinaria se ha desarrollado
progresivamente durante los ultimos 10 afios (Valente, Amorim, Castilho, Leite, y

Ribeiro, 2014).

Las plantas medicinales han demostrado ser un método alternativo para el
control de insectos y acaros por los metabolitos secundarios producidos como un
mecanismo de defensa contra las condiciones de estrés bidtico y abibtico. Un nimero
creciente de estudios realizados demuestran que los metabolitos secundarios de
diferentes plantas pueden presentar diferentes mecanismos de accion como inhibir la
alimentacion, disminuir el crecimiento, el desarrollo y la reproduccion. Ademas, algunos
extractos de plantas estudiadas principalmente miembros de las familias Lamiaceae,
Fabaceae, Asteraceae, Piperaceae, Verbenaceae y Poaceae tienen una alta efectividad
contra los artrépodos que son resistentes a los insecticidas y acaricidas porque tienen

diferentes mecanismos de accion (Rosado et al., 2017).

1.6 Aceites esenciales

Los aceites esenciales son mezclas de sustancias que presentan alta volatilidad,

evaporandose al contacto con el aire. Dependiendo de su concentracion, estas
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sustancias pueden ser divididas en principales (20-95%), secundarias (1-20%) o
componentes traza (menos del 1%) Son obtenidos a partir de diferentes partes de las
plantas como yemas, flores, semillas, hojas, ramas, corteza, hierbas, madera, frutos y
raices. La composicion quimica de los aceites esenciales es alterada por varios factores
como el medio ambiente, la procedencia de la planta y el método de extraccion

(Acevedo, Navarro, y Monroy, 2013).

Investigaciones recientes en esta area se han centrado en el potencial pesticida
de los aceites esenciales de plantas. Estos productos son atractivos como candidatos a
pesticidas debido a la baja toxicidad de los mamiferos, la corta persistencia ambiental y
las quimicas complejas lo que limita el desarrollo de resistencia a las plagas contra ellos

(Adenubi et al., 2018).

Algunos metabolitos secundarios como terpenos, estilbenos, cumarinas, acidos,
alcoholes, compuestos sulfurados y aldehidos presentes en aceites esenciales y
extractos de plantas han demostrado efectos acaricidas contra los géneros
Rhipicephalus, Amblyomma, Dermacentor, Hyalomma y Argas e Ixodes (Rosado et al.,

2017).

1.7 Compuestos mayoritarios presentes en aceites esenciales

Los compuestos mayoritarios presentes en los aceites esenciales (AES) de
algunas especies de plantas han mostrado diversas actividades biolégicas, reportadas
como antioxidante, larvicida, antifingica, acaricida, antimicrobiana, repelente y
citotoxica (Mufioz, Alvarez, y Nifio, 2011). EI AE de Origanum vulgare posee
propiedades antioxidantes, microbiolégicas, control de plagas y conservantes de
alimentos, debido a la presencia del compuesto mayoritario timol en 67.51%, seguido

de p-Cimeno 11,66%, y-Terpineno 5,51% (Acevedo et al., 2013).
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El AE de Verbena officinalis present6 actividad ixodicida sobre R. (B) microplus
adultas, causando 66,6% de mortalidad y no menos de 60% con el extracto puro
demostrando actividad ixodicida (Pulido y Cruz, 2013). El AE de Gynandroosis ginandra,
con compuestos mayoritarios como carvacrol 29.2%, trans-fitol 24,0% vy linalol 13,3%
mostrdé una importante actividad repelente y acaricida contra larvas, ninfas y estadios
adultos de Amblyomma variegatum y Rhipicephalus appendiculatus (Nawaz et al.,

2015).

1.7.1 Citral

El citral o 3,7-dimetil-2,6-octadienal es un monoterpeno, formado por dos
aldehidos monoterpenos aciclicos isoméricos geranial (trans-citral, citral A) y neral (cis-
citral, citral B), se encuentra presente en una amplia variedad de plantas pero como
compuesto mayoritario se encuentra en Cymbopogon citratus, conocida
tradicionalmente como hierba de limén o hierba luisa en cantidades entre 65%- 85%

(Saddig y Khayyat, 2010).

La Comisién Europea ha reconocido al citral como un ingrediente condimento en
los alimentos, aprobado por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA)
reconocido como un ingrediente seguro para su uso como sustancias aromatizantes, y
es un compuesto aprobado para uso como aditivo alimentario y para consumo humano.
Muchos estudios experimentales y clinicos han demostrado que el citral tiene buenos
efectos antiinflamatorios, anticorrosivos, y existe una creciente evidencia que puede
usarse como bacteriostato (Liu et al., 2019). Sin embargo, se han reportado casos de
dermatitis alérgica por contacto y ha sido considerado como un potencial alérgeno

(Sarkic y Stappen, 2018).
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1.7.2 Pulegébn

El pulegdn es un monoterpeno que se encuentra Como compuesto mayoritario
en el aceite esencial de las hojas de Minthostachys mollis, conocida tradicionalmente
como mufia o poléo silvestre en un porcentaje de 36% (Cano, Bonilla, Roque, y Ruiz,
2006), mientras en la Mentha pulegium constituye del 1-3% del aceite, pero ha
provocado convulsiones y muertes por intoxicaciones . El comité de Expertos en
Aromatizantes del Consejo de Europa propuso que el uso de pulegébn como saborizante
en alimentos fuera limitado ya que posee un olor caracteristico a menta y es de color
transparente pudiendo causar toxicidad al estar en contacto en niveles altos de

concentraciones de este metabolito (Thorup, Wirtzen, Carstensen, y Olsen, 1983).

1.8 Bioensayos

Se pueden realizar ensayos con larvas o teologinas a través de prueba de
paquete de larvas (PPL) adoptada por la FAO como la principal prueba de diagnostico

de resistencia (Alonso et al., 2006).

La sensibilidad de la garrapata del ganado R. (B). microplus se puede medir con
diferentes solventes como alcohol metilico, alcohol etilico, acetona, DMSO, acetato de
etilo, mezcla de triton, xilol entre otros, utilizando las técnicas de sensibilidad en papel
impregnado como inmersion de larvas e inmersién de garrapatas ingurgitadas o

garrapatas adultas (Iriarte, et al., 2012).

1.8.1 Paquete de larvas

Se cuantifica la eficacia acaricida de los compuestos sobre la garrapata del
bovino mediante bioensayos larvarios a través de la prueba de paquete de larvas,
utilizando diferentes concentraciones. En el papel filtro externo previamente etiquetado
y el otro papel filtro interno bafiado con la solucién se colocan aproximadamente 100

larvas, sellamos los papeles realizando cinco repeticiones por cada concentracion. Los
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sobres se colocan en bandejas y se mantienen en incubacion durante 24 horas a 27 +
2 ° Cy 80 a90% de humedad, al término del bioensayo se realiza el recuento de larvas

vivas y muertas (Rodriguez et al., 2014).
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Capitulo 1l

Disefio metodoldgico

2.1 Descripcion del area de estudio

Las muestras biolégicas para el desarrollo del estudio se recolectaron en una
finca ganadera ubicada en la parroquia Guachanama perteneciente al cantén Paltas de
la provincia de Loja a 1707 m.s.n.m de altitud y coordenadas 4° 02" 36.36" en latitud Sur

(17 S 628872.7, 9552800.9) y 79° 50720. 62" de longitud oeste.

Las pruebas se realizaron en las instalaciones del laboratorio de Sanidad Animal
y Zoonosis perteneciente a la Universidad Técnica Particular de Loja para evaluar la
eficacia acaricida de los compuestos mayoritarios citral y pulegén en larvas de Rh. (B.)

microplus.

Figura 3. Area de recoleccion de los ejemplares de R. (B). microplus, en la parroquia
Guachanama en la provincia de Loja.
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2.2 Recoleccion de las muestras biologicas

En las primeras horas de la mafiana se recogieron manualmente las garrapatas
hembras adultas repletas de ganado bovino que no habian sido tratados con acaricidas
en los 20 dias previos a la recoleccién. Segun las encuestas realizadas y el registro de
datos de los animales de los que se obtuvieron las garrapatas. Aproximadamente, 90
hembras repletas se colocaron en un frasco previamente etiquetado, limpio y seco con

agujeros para permitir la circulacion de aire al momento de transportarlas al laboratorio.

2.3 Determinacién taxonémica de Rhipicephalus (Boophilus) microplus

En el laboratorio se lavaron las garrapatas con agua destilada, se secaron con
papel absorbente y a través del estereomicroscopio se identificaron taxonémicamente a
fin de utilizar solamente Rh. (B.) microplus con pesos homogéneos de alrededor de 200

mg.

Una vez identificadas, se adhirieron dorsoventralmente con ayuda de una cinta
adhesiva a cajas de Petri colocando ocho garrapatas por caja. Estas se, mantuvieron
en incubacion a 27+2°C de temperatura y 80-90% de humedad relativa en incubadora
durante 15 dias hasta su ovoposicién. Transcurrido este tiempo, las masas ovigeras se
pesaron en la balanza electrénica, se colocaron en tubos de ensayo tapandolos con
algodon humedecido con agua destilada y se mantuvo en incubacion con las mismas
condiciones de temperatura y humedad antes mencionadas. Se utilizaron larvas de 21

dias de nacidas en la prueba de paquete de larvas.

2.4 Pruebas in vitro

2.4.1 Pruebade paquete de larvas (PPL)

Se colocaron aproximadamente 100 larvas en el papel filtro cuadriculado de

tamafio 7X13 cm, previamente etiquetado e impregnado con 100 pL de las
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concentraciones 2.5, 5, 10, 15 y 20 mg/mL de los compuestos mayoritarios citral y
pulegén en solucién (50% agua+ 50% etanol). El paquete fue doblado y guardado en
otro papel filtro de mayor medida a manera de sobre para sellarlo con cinta y fueron
guardados en cajas de Petri para ser incubadas durante 24 horas a 27 £ 2 °C y 80-90%
de HR. Se realizaron cinco repeticiones por cada concentracion. A las 24 horas se
realizd contaje manual de larvas vivas y muertas a través del estereoscopio asumiendo
que las larvas que no tenian capacidad de locomocion se las consideraban como larvas

muertas.

Al siguiente dia realizamos el recuento manualmente.

Para evaluar la eficacia acaricida de cada una de las concentraciones utilizadas
se calcul6 el porcentaje de mortalidad de larvas, coeficiente de correlacion, andlisis de

varianza, CLgo y CLso a través del analisis Probit.

El porcentaje de mortalidad larvaria fue calculado segun Abbott (1925):

% Mortalidad % Mort. Tratados — % Mort. Control 100
_ *
o Mortalida 100 — % Mort. Control
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Capitulo 1l
Resultados y analisis
3.1. Actividad acaricida del citral en larvas de Rhipicephalus (Boophilus)

microplus

Mediante la prueba de paquete de larvas se determiné que el efecto del citral es
dosis dependiente, como se demostré por la correlacion positiva entre las
concentraciones de citral y los valores de mortalidad de larvas. La concentracion de 20
mg/mL ocasioné 51,71% de mortalidad larvaria, casi el doble de la concentracion
inmediatamente inferior. (15 mg/mL) (Figura 4). No se observaron diferencias entre el
uso de agua o la mezcla agua: etanol como diluyentes. Se determinaron diferencias

significativas entre la mayoria de las concentraciones utilizadas (Tabla 1).

Figura 4.Mortalidad de larvas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus tratadas con diferentes
concentraciones de citral.
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Fuente: Autora.

Alves et al. (2015) mencionan que los monoterpenos carvona, limoneno y citral
fueron los compuestos mayoritarios presentes en el aceite esencial de Lippia alba con
actividad acaricida potente contra R. (B). microplus, en el que citral demuestra mayor

eficacia larvicida en comparacion a los otros compuestos mayoritarios. La eficacia
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acaricida puede variar dependiendo de los diferentes aceites esenciales extraidos de
otras especies como Cymbopogon citratus spp, formando parte la cominmente
conocida hierba de limén en el que consta como compuesto mayoritario citral con

actividad acaricida contra larvas y garrapatas adultas (Santos y Vogel, 2012).

Tabla 1.
Diferencias estadisticas entre las concentraciones utilizadas del compuesto citral en la prueba
de paquete de larvas.

CONCENTRACION 2,5 5 10 15 20
2,5 = 0,165 0,006 0,0008 4E-07

NS S S S
5 - - 0,287 0,0175 2E-05

NS S S
10 = = = 0,0532 1E-05

S S
15 - - - - 0,0008

S

20 = = = = -

S= Significativo; NS=no significativo; p<0,05.
Fuente: Autora

3.2. Actividad acaricida del compuesto pulegdn sobre larvas de

Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

Mediante la prueba de paquete de larvas se determiné que la concentracion 20

mg/mL ocasion6 65% de mortalidad larvaria (Figura 5.), de manera similar al citral.

Figura 5. Mortalidad de larvas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus tratadas con diferentes
concentraciones del compuesto mayoritario pulegon
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No existen reportes sobre la actividad biolégica del pulegdn. Sin embargo, Duru,
Oztiirk, Ugur y Ceylan (2004) reportaron que el pulegén es el mayor compuesto en el
AE de Micromeria cilicica (66,55%), con una actividad antimicrobiana especialmente
contra Salmonella spp. y Staphilococcus aureus.

Leyva, Marquetti, Tacoronte, Tiomno y Montada (2010) demostraron que al usar
el aceite modificado de trementina o conocido tradicionalmente como arbol de pino
modificado reporta actividad repelente que afecta el desarrollo y la ovoposiciéon o
reproduccion en insectos atribuyendo al monoterpeno pulegén la alta capacidad de
mortalidad a las 24 horas o a largo plazo de insectos como Aedes aegypti.

Tabla 2.

Diferencias estadisticas entre las concentraciones utilizadas del compuesto pulegén en la
prueba de paquete de larvas.

CONCENTRACION 2,5 5 10 15 20
25 |- 0,039 0,384 0,0001 3,6E-06
S NS S S
5|- - 0,314 0,0005 7,3E-06
NS S S
10 | - = = 0,0008 1,4E-05
S S
15 | - - - - 0,0016
S
20 | - S i i :

S= significativo; NS=no significativo; p<0,05
Fuente: Autora

3.3. Eficacia acaricida de los compuestos citral y pulegén

Santos y Vogel (2012) demostraron que el AE de C. citratus posee 100% de
efectividad con la concentracién al 5% en garrapatas adultas de R. (B). microplus
considerando altamente efectivo eliminar mas del 95% de las garrapatas, con una
eficiencia promedio entre 90-95%. Comparando con otros compuestos quimicos el AE
de C. citratus posee mayor mortalidad por lo que se puede atribuir a los diferentes
diluyentes utilizados por los autores y la interaccion con los componentes de la

fitoterapia y el poder de penetracién en las garrapatas.
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Tabla 3.
Diferencias estadisticas entre las concentraciones utilizadas de los compuestos citral y pulegén
en la prueba de paquete de larvas.

CONCENTRACION 2,5 5 10 15 20
250,344 - = > =
NS
5| - 0,957 - - -
NS
10 | - = 0,075 - =
NS
15 | - - - 0,082 -
NS
20 | - = = s 0,013
NS

S= Significativo; NS=no significativo; p<0,05
Fuente: Autora.

Algunos aceites esenciales presentes en especies vegetales como Jatropha
curcas disuelto con Tween presentan eficacia acaricida sobre Rhipicephalus (Boophilus)
microplus determinando la reduccion de la eclosion, la reproducciéon estimada y la
eficacia garrapaticida. El aceite del fruto de J. curcas present6 una marcada eficacia
como acaricida en el control de R. (B.) microplus, con valores superiores al 91 %; los
mejores resultados se hallaron con la menor concentracién (5 %) (Fuentes, Soca y
Hernandez, 2017). Con la finalidad de controlar acaricidad contra garrapatas se utilizé
el aceite esencial de una planta Lamiaceae, Hesperozygis ringens, que resulté inhibir la
ovoposicion en un 95% y reduce el numero de huevos de las garrapatas en un 30%, al
igual que se demuestra que el aceite esencial de Lippia gracilis y es un acaricida efectivo

en R. (B). microplus (Martinez et al., 2015).

3.4. Mortalidad en grupos control

En los grupos control, la mortalidad larvaria fue < 3,5% como se puede observar
en las figuras 4 y 5 lo que indica que los disolventes usados no son los que actuaron
como acaricidas sino el efecto se debi6 a los compuestos mayoritarios citral y pulegon.
La correlacién entre las concentraciones y la mortalidad larvaria se observan en la tabla

4y la concentracion letal en la tabla 5.

Los extractos de plantas tienen baja solubilidad en agua por lo tanto se usan

varios disolventes organicos, sin embargo, puede causar efectos téxicos. Es importante
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identificar los solventes adecuados para determinar la mortalidad larvaria , como es el
caso del estudio realizado por (Sharma et al., 2012), que afirma que el etanol como
disolvente provoca bajo nivel de mortalidad larvaria frente a n-butanol, acetona, tween
20 y DMSO, lo que concuerda con nuestra estudio que la mortalidad se realiz6 por la

actividad de los compuestos mayoritarios antes mencionados.

El etanol en comparacion con el metanol es menos polar y altamente penetrable
en la epicuticula de las garrapatas ixddidas que estd compuesta por 3 capas, la capa de
proteinas interna que contiene microfibrillas, la capa de cuticulina compuesta por
lipoproteinas y la capa cerosa externa que se produce por secreciones glandulares
siendo esta Ultima capa la encargada de prevenir la perdida de agua, proteccion contra
los riesgos fisicoquimicos y producir feromona sexual, por lo tanto se menciona que
metanol altamente polar y menos penetrable por lo tanto el solvente ideal y menos toxico
para realizar los bioensayos es etanol. En general, se puede concluir que cuanto mayor

es la polaridad del solvente, menores son los efectos acaricidas (Ravindran et al., 2011).

Tabla 4.
Correlacién entre las concentraciones y la mortalidad larvaria entre los compuestos citral y
pulegon.

COEFICIENTE DE COMPUESTOS
CORRELACION MAYORITARIOS
(Abbot) ]
CITRAL PULEGON
Etanol + agua 0,0431239  0,95734333
Agua 0,04315223  0,95735523

F=Correlacion positiva fuerte (>0.8); M=Correlacién positiva moderada; D=Correlacién positiva
débil; *=Correlacion Negativa.
Fuente: Autora.



Tabla 5.

Concentracion letal 50 y 90 (mg/ml), de los compuestos citral y pulegén.

COMPUESTOS MAYORITARIOS

CITRAL PULEGON

LD50 LD90 LDS0 LD90

Abbot agua+ etanol 3,02 4,29 35,5794885 119,436726

Abbot agua 23,89 65,5 35,5794885 110,73498

Fuente: Autora.

4. Costes financieros

(Alonso y Acosta, 2019) mencionan que
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las plagas y enfermedades

transfronterizas también conllevan consecuencias presupuestarias. Las medidas para

combatirlas generalmente implican gastos que incluyen los costes de inspeccion,

seguimiento, prevencién y reaccion. A continuacion, se presenta de forma general el

costo aproximado de citral y pulegon en una aplicacién en bovinos:

Citral.

5 mL de citral al 95% cuestan 23,14%$.

100 mL de citral tienen 95 gramos de compuesto activo

Es decir, en 1 mL hay 0,95 gramos de citral, 0 950 mg de citral.

La concentracién 6ptima para matar el 52% de las larvas es 20 mg/ mL
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20 mg * mL = x * 950 mg (V1. C1=V2. C2)

Para obtener 20 mg de citral x mL de diluyente se necesita:
20/950 = 21 microlitros de citral por mL de diluyente

Para una bomba de espalda de 20 litros (20.000 mL)
21*20000 mL =420 mL

420 mL * 23,14 $ /5 mL =1943,76%

Pulegén.

5 mL de pulegdn al 5% cuestan 73,19%

100mL de pulegon tienen 5 gramos de compuesto activo

Es decir, en 1 mL hay 0.05 gramos de pulegén, o 50 mg de pulegon.
La concentracion 6ptima para matar el 65% de las larvas es 20mg/ mL
20mg* mL= x * 50 mg (V1.C1= V2.C2)

Para obtener 20 mg de pulegdén x mL de diluyente se necesita:

20/ 50= 400 microlitros de pulegdn por mL de diluyente

Para una bomba de espalda de 20 litros (20.000 mL)

400*20000 mL=8000 mL

8000 mL * 73,19 $/5mL=11714,00%.

El costo de la posible aplicacién de los compuestos mayoritarios para el control
de las garrapatas en los bovinos seria alrededor de 1943,76$ citral y pulegén 11714,00$
por cada aplicacion utilizando una bomba de 20 L para bafiar aproximadamente 5

animales.
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Conclusiones
Mediante este proyecto se demostré que los compuestos mayoritarios citral y
pulegébn poseen un moderado efecto acaricida contra larvas de Rhipicephalus

(Boophilus) microplus.

El coeficiente de correlacién entre las concentraciones de cada uno de los

compuestos y la mortalidad de larvas se encuentra dentro del rango positivo fuerte.

Los valores obtenidos de los grupos control son bajos, lo que demuestra que el

efecto acaricida fue debido a los compuestos citral y pulegén.

Aun cuando ambos compuestos pudieran ser utilizados en la formulaciéon de

sustancias acaricidas, la relacion costo/efecto es muy alta.
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Recomendaciones

Efectuar el numero de proyectos investigativos con diferentes compuestos
mayoritarios sobre la garrapata del bovino, ya sea individualmente o utilizando dos o
varios compuestos para comprobar la posibilidad de producir sinergia o antagonismo en

los acaros.

En los ensayos posteriores realizar las pruebas antes mencionadas como prueba
de paquete de larvas, prueba de inmersion tanto en larvas como en hembras adultas
para detectar los efectos acaricidas en las distintas etapas del ciclo de vida de

Rhipicephalus (Boophilus) microplus.
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