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RESUMEN

El control de garrapata es una actividad fundamental en la produccion bovina en
pastoreo. Estas garrapatas estan desarrollando resistencia a diferentes
plaguicidas provocando cuantiosas pérdidas en la produccion ganadera debido
al incremento en la mortalidad por efecto en la transmision de babesiosis y
anaplasmosis y el aumento en la poblacion de garrapata, por tal razén, es
importante explorar otras alternativas como el uso de extractos naturales para el
control de este acaro. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto acaricida
del extracto de la planta de vaporub (Plectranthus sp) en el control de garrapata
(Rhipicephalus microplus). Se procedié obteniendo el aceite esencial mediante
destilacidon por arrastre de vapor y el uso de un equipo rotavapor para evaluarlo
posteriormente mediante una prueba in vitro de paquete larval (LPT, por sus
siglas en inglés). Las garrapatas (larvas) R. microplus fueron amablemente
proporcionadas por el Laboratorio de Microbiologia Veterinaria de la Facultad de
Ciencias Naturales campus Juriquilla de la Universidad Autbnoma de Querétaro.
Se evaluaron los tratamientos con las siguientes concentraciones del extracto:
T1; 0.05%=0.019 mL, T2; 0.5%=0.19 mL y T3; 5%=1.9 mL, y el testigo
(Control=tricloroetileno y aceite de oliva en una relacion 2:1). A partir de 4.30 kg
de materia fresca vegetal, se obtuvieron 38 mL de extracto de Plectranthus, lo
cual representa un rendimiento del 0.97%. EIl tratamiento T3 represent6 el
porcentaje de mortalidad més alto (9.64 + 0.88) sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos (P< = 0.05). Para representar el
efecto acaricida en un mayor porcentaje de mortalidad se propone ser evaluado
en un estadio diferente o si el tiempo de exposicién de los tratamientos hacia las
larvas es prolongado hasta 48 hrs.

PALABRAS CLAVE: Rhipicephalus microplus, Plectranthus sp, prueba de
paquete larval (LPT), aceites esenciales, acaricida natural



ABSTRACT

Tick control is a fundamental activity in grazing bovine production. These ticks
are developing resistance to different pesticides causing large losses in livestock
production due to increased mortality due to the transmission of babesiosis and
anaplasmosis and the increase in the tick population, for this reason, it is
important to explore other alternatives such as use of natural extracts to control
this mite. The objective of this work was to evaluate the acaricidal effect of the
vapoub plant extract (Plectranthus sp) in the control of ticks (Rhipicephalus
microplus). The essential oil was obtained by steam distillation and the use of a
rotary evaporator to later evaluate it by means of an in vitro larval package test
(LPT). The ticks (larvae) R. microplus were kindly provided by the Veterinary
Microbiology Laboratory of the Faculty of Natural Sciences, Juriquilla campus of
the Autonomous University of Querétaro. Treatments with the following extract
concentrations were evaluated: T1; 0.05%=0.019 mL, T2; 0.5%=0.19 mL and T3;
5%=1.9 mL, and the control (Control=trichlorethylene and olive oil in a 2:1 ratio).
From 4.30 kg of fresh plant matter, 38 mL of Plectranthus extract were obtained,
which represents a yield of 0.97%. Treatment T3 represented the highest
percentage of mortality (9.64 + 0.88), however, no significant differences were
found between treatments (P< = 0.05). To represent the acaricidal effect in a
higher percentage of mortality, it is proposed to be evaluated at a different stage
or if the time of exposure of the treatments to the larvae is prolonged up to 48

hrs.

KEY WORDS: Rhipicephalus microplus, Plectranthus sp, larval pack test (LPT),

essential oil, natural acaricidal
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1. INTRODUCCION

Los ectoparasitos, principalmente las garrapatas, son una de las mayores
amenazas que enfrenta la ganaderia bovina en los tropicos. La garrapata
Rhipicephalus microplus y las enfermedades que transmite, causan cuantiosas
pérdidas econdmicas a la produccion bovina (Mayahua, 2015). Las pérdidas
econdémicas causadas por garrapatas R. microplus estan calculadas en México
y en el mundo por el orden de los 573 millones( Rodriguez-Vivas et al., 2017)
y 2.5 billones de délares americanos anuales, respectivamente.

Los dafios que provocan las garrapatas sobre la salud de los animales se
clasifican en directos e indirectos, los dafos directos se deben a lesiones en la
piel causadas por la picadura del acaro, pérdida de sangre (dado que la
garrapata es hematéfaga) y muerte por toxicidad, como reaccion a la picadura,
también pueden ocasionar disminucion de los pardmetros productivos
(produccion de leche y carne) y reproductivos. Los dafios indirectos se deben a
la transmision de diversos agentes patégenos como Babesia bigemina, Babesia
bovis y Anaplasma marginale, causantes de la babesiosis y anaplasmosis

bovina, respectivamente (Inés et al., 2010).

Los métodos para el control de garrapatas se fundamentan en la utilizacion
intensiva de acaricidas sintéticos, como los organofosforados y piretroides
(Araque et al. 2014).

En México, existen productos acaricidas disponibles en el mercado y uno de los
principales es la ivermectina (lactonas marociclicas) que se obtiene por la
fermentacién de Streptomyces spp y posee efectos tanto nematicidas como
acaricidas (Olmedo et al., 2015). Este es el producto de mas amplia distribucién
y uso; fue introducido como farmaco en 1981 (Leite et al., 2018). Una de las
ventajas de este producto es que funciona para combatir garrapatas y moscas al
mismo tiempo; sin embargo, el riesgo de generar poblaciones de garrapatas

resistentes es mayor, por lo que su uso debe ser de manera estricta siguiendo



las indicaciones establecidas en la etiqueta del producto. El uso indiscriminado
de estos productos ha provocado la seleccion de poblaciones de garrapatas
resistentes, asi mismo disminuyendo progresivamente el efecto y elevando los
costos de desarrollo de nuevos acaricidas ( Rodriguez-vivas et al. 2006). Hoy en
dia los productos sintéticos son los principales autores en la problematica del
medio ambiente, debido a que los residuos generan diversos dafos al planeta
como: contaminacion del suelo, del aire y del agua. Ademas, si éstos son
empleados de forma incorrecta pueden causar toxicidad para el aplicador. La
aplicacion de lactonas macrociclicas (LM) tiene un impacto ambiental negativo y
se ha demostrado que en fincas donde los animales han sido tratados con LM,
disminuye la diversidad y abundancia de las poblaciones de escarabajos
estercoleros, que se consideran fundamentales por su actividad en la
desintegracion de la materia fecal, la cual posteriormente se reintegra al suelo
(Basto-estrella et al. 2012).

Por otro lado, los extractos que obtenemos de las plantas como Plectranthus sp
(vaporub) han demostrado tener un efecto acaricida, no afectan al medio
ambiente y disminuyen el desarrollo de resistencia por parte de la garrapata.
Ademas, los productores han recurrido a opciones de bajo costo en practicas de
higiene animal por lo que esta planta, se convierte en una alternativa para el
control de este acaro (Njoroge & Bussmann, 2006). Siendo asi, esta
investigacion esta enfocada en evaluar el extracto de dicha planta para el control
de garrapata, con el objetivo de identificar la dosis adecuada y ofrecer asi la
posibilidad de que el productor prepare sus propios acaricidas, teniendo asi

también, un impacto econémico.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Importancia del ganado bovino
En muchos paises, la ganaderia es una actividad multifuncional. Mas alla de su

papel directo en la generacion de alimentos e ingresos, el ganado es un activo
valioso, que actia como reserva de riqueza, garantia en los créditos y constituye
una red de seguridad esencial en tiempos de crisis. El sector ganadero aporta
un 40 por ciento del valor de la produccién agricola mundial y sostiene los medios
de vida y la seguridad alimentaria de casi 1 300 millones de personas. El sector
ganadero es uno de los sectores que mas rapido crece en la economia agricola.
El crecimiento y la transformacion del sector ofrecen oportunidades para el
desarrollo agricola, la reduccion de la pobreza y la mejora de la seguridad
alimentaria (FAO, 2020) .

Actualmente, la carne y la leche se han convertido en productos basicos para la
alimentacion humana. A nivel mundial, la producciébn de carne bovina se
encuentra ubicada en el tercer lugar en su tipo con 22%, equivalente a 67.5
millones de toneladas, quedando por debajo de la carne porcina y la aviar. La
leche bovina se encuentra en el primer lugar de produccién de su tipo
representada con 88% a nivel mundial, es decir, se producen 549 millones de
toneladas, por encima de la leche de bufalo y de cabra (Hernandez, 2014).

La carne puede formar parte de una dieta equilibrada, aportando valiosos
nutrientes beneficiosos para la salud. La carne y los productos céarnicos
contienen importantes niveles de proteinas, vitaminas, minerales vy
micronutrientes, esenciales para el crecimiento y el desarrollo. Para evitar de
manera eficaz la malnutricibn deben suministrarse 20 g de proteina animal per
capita al dia, o 7,3 kg al afio (FAO, 2014). Alrededor de 150 millones de hogares
en todo el mundo se dedican a la produccion de leche. En la mayoria de los
paises en desarrollo, la leche es producida por pequefios agricultores y la
produccion lechera contribuye a los medios de vida, la seguridad alimentaria y la
nutricion de los hogares (FAO, 2021).



2.2 Enfermedades en bovinos

Las alteraciones reproductivas son uno de los principales problemas que
presentan las ganaderias y son el resultado de enfermedades asociadas con
factores de manejo, medidas sanitarias, genética animal y nutricion. La falta de
informacion epidemiologica impide desarrollar programas de control, que
garanticen la salud de los animales y la productividad. Multiples enfermedades
causadas por agentes patdgenos (virus y bacterias) y acaros (garrapatas),

pueden afectar la reproduccion en el ganado bovino (Rivera et al., 2018).

Entre las enfermedades virales, se encuentra la diarrea viral bovina (DVB), que
genera pérdidas econdmicas en las producciones bovinas (Moreno et al., 2017),
ya que se estima que, aproximadamente, el 60% del ganado en zonas
endémicas se infecta con el virus durante su vida. La DVB es capaz de
permanecer latente en su hospedero, debido a que puede infectar fetos y causar
tolerancia inmune (Ostachuk, 2016). Otro agente etiologico de tipo viral es el
herpes virus bovino tipo 1, que produce la rinotraqueitis infecciosa bovina, una
enfermedad que genera alteraciones respiratorias y reproductivas en el ganado
(Parrefio et al.,, 2010). Ademas, Brucella abortus es un agente de caracter
bacteriano, que afectan la salud animal (Rivera et al.,2018). La brucelosis es una
zoonosis bacteriana que afecta la salud publica y la produccién ganadera en todo
el mundo (Foster et al, 2018).Los organismos pertenecientes al
género Brucella son cocobacilos gramnegativos o bacilos cortos pequefios,
inmoviles, aerdbicos (Taleski et al., 2002). En la actualidad, hay 12 especies
conocidas de Brucella , incluidas cuatro nuevas especies aisladas de mamiferos
(Hofer et al., 2012) pero solo Brucella abortus, B. melitensis , B. suisy B.
canisson son patégenos para los seres humanos y tienen un profundo impacto

en la salud publica y el bienestar animal (Kamal et al., 2013).

Por otro lado, la babesiosis bovina es una enfermedad parasitaria, que se
caracteriza por ocasionar una lisis eritrocitica extensiva que genera anemia y
finalmente conlleva a la muerte (Bravo, 2013) ,mientras que la anaplasmosis
bovina es una enfermedad infecciosa, aguda o crénica, caracterizada por

presentar anemia e hipertermia, entre otros sintomas (Rio, 2019). Dichas



enfermedades son transmitidas por un vector principal; Rhipicephalus microplus

conocida comunmente como “garrapata del bovino”.

2.3 Garrapata del bovino (Rhipicephalus microplus)

Las garrapatas son acaros artropodos, comprendidas en dos familias: Ixodidae
0 garrapatas duras y Argasidae o garrapatas blandas (Barker & Murrell, 2004).
Los artropodos son el grupo mas numeroso de animales que habitan la tierra y
las garrapatas son pertenecientes a este phylum y a su vez son caracterizados
por tener apéndices articulados. El cuerpo y los apéndices estan cubiertos por
una cuticula, la cual contiene un polisacarido nitrogenado llamado quitina y una
proteina llamada esclerotina que le da dureza a la pared o escudo corporal
(Benitez, 2006) (Figura 1).
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Figura 1 Morfologia general de la garrapata (Smith, 2012)

Debido a su gran capacidad de adaptacion y propagacion las garrapatas del
género Rhipicephalus perteneciente a la familia Ixodidae, se extienden en
diversas areas geograficas de todo el mundo (Venzal, 2006). De las cinco
especies que integran a nivel mundial el género Rhipicephalus, R.
microplus presenta mayor importancia por su amplia distribucion en gran parte
de América (excepto Estados Unidos de Norte América, donde se encuentra
erradicado), Africa, Asia y Australia (Rodriguez-Vivas et al. 2014). Rhipicephalus
microplus provoca pérdidas relacionadas con la mortalidad de bovinos,

reduccion en los niveles de produccion, alteraciones reproductivas, altos costos
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de control, transmisién de diversos agentes patdégenos como virus, bacterias,
rickettsias y protozoos. Esto puede conducir a enfermedades agudas, crénicas

o incluso, a la muerte de los animales.

Entre los efectos de la actividad patdgena de esta garrapata, se encuentran la
pérdida de peso, disminucion en la produccion de leche, dafios en la piel
favoreciendo la aparicion de miasis y como ya se mencion6 anteriormente, la
transmision de agentes productores de enfermedades como babesiosis y
anaplasmosis (Araque et al., 2014). Se ha estimado que el 80% de la poblacién
bovina del mundo esta expuesta a la infestacion por garrapatas. Una garrapata
adulta provoca la pérdida, aproximadamente, de 1 g diario de peso vivo en el
animal (Jonsson, 2006) y puede llegar a ingerir de 2 a 3 mL de sangre, durante
toda su vida parasitaria (Araque et al., 2014) favoreciendo la presentacion de
alteraciones en la productividad y en la salud de los bovinos, se ha observado
gue animales infestados con garrapatas reducen su consumo de alimento
(consumen 4.37 kg/dia), en comparacibn con animales no expuestos a

garrapatas (consumen 5.66 kg/dia).

El ciclo de vida de las garrapatas comprende tres fases, la primera conocida
como no parasitaria, la cual se inicia cuando la garrapata hembra repleta se
desprende de su hospedero hasta que surge una nueva generacion de
garrapatas en estadio larvario. En esta etapa ocurre la ovoposicién, donde cada
garrapata oviposita entre 2000 y 3000 huevos (Fernandez, 2015). La incubacién
y eclosién de los huevos dura alrededor de 30-33 dias, teniendo en cuenta que
esto puede alargarse, dependiendo de las condiciones ambientales (Fernandez,
2015). La segunda fase se conoce como fase de encuentro y es en esta donde
las garrapatas en estado lavario se adhieren al hospedero y logran la deteccion
del mismo debido a quimiorreceptores que detectan gases como el diéxido de
carbono, amoniaco, acido lactico, entre otros olores corporales (Cruz et al. 2009).
Finalmente esta la fase parasitaria, donde las larvas se encuentran adheridas al
hospedero alimentandose de sangre y fluidos, permitiéndoles mudar al estadio
de ninfas (Guitiérrez, 2006) donde si contintan alimentandose vuelven a mudar

para diferenciarse en machos y hembras jovenes (Fernandez, 2015) y asi seguir



alimentandose de sangre ya sea en el mismo hospedero o en uno nuevo (Figura
2).
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Figura 2 . Ciclo de vida de la garrapata. (senasica, 2018)

Los métodos de control de garrapatas se pueden clasificar en quimico, que
incluyen el uso de productos sintéticos tales como los organofosforados,
piretroides, amidinas, fenilpirazolonas y LM; biolégico, que contemplan el uso de
agentes microbianos y natural que hace uso de extractos de diferentes plantas
(Rodriguez-Vivas et al., 2014).

2.4 Control quimico de Garrapata (Rhipicephalus microplus)

Se le denomina control quimico al uso de productos sintéticos como son los
ixodicidas (llamado asi por la familia al cual pertenece las garrapatas). Los
acaricidas sintéticos o ixodicidas son la estrategia mas utilizada para el control
de R. microplus (Rodriguez-vivas, 2006). En México existen mas de 50
productos para el control quimico de las garrapatas los cuales pertenecen a 6
grupos distintos entre los que se encuentran las LM (Rodriguez-vivas et al.,

2010). En la Tabla 1 se representa algunos de estos productos.



Tabla 1. Productos utilizados en México para el control quimico de garrapatas en

el ganado bovino.

Clorfenvinfos

Familia Sustancia activa Forma de aplicaciéon
Organofosforados Coumafos Inmersion, aspersion
Clorpirifos

Piretroides sintéticos

Cipermetrina
Deltametrina
Flumetrina
Alfacipermetrina
Lambdacyalotrina

Inmersion, aspersion,
derrame dorsal

Derrame dorsal

desarrollo

Amidinas Amitraz Inmersion, aspersion
Lactonas macrociclicas | Ivermectina Inyectable, derrame
Moxidectina dorsal
Doramectina Inyectable
Fenilpirazolonas Fipronil Derrame dorsal
Inhibidores del Fluazurén Derrame dorsal

(Rodriguez, 2014)

Estos acaricidas se aplican sobre el cuerpo de los animales infestados a
intervalos especificos determinados por la regién ecoldgica, especies a las que
se va a combatir y por la eficacia residual del producto empleado (Rodriguez-
Vivas et al., 2014).

En México en el afio de 1992, la norma NOM-003-STPS permitié el uso de los
siguientes productos quimicos para el control de la garrapata: Coumafos,
Clorfenvinfos, Flumetrina, Deltametrina y Cipermetrina. Estos actGan sobre la
membrana de las células de sistema nervioso, perturbando la transmision
correcta del estimulo nervioso (Figura 3). Con una concentracion baja el acaro
sufre de una hiperexcitacion y a altas concentraciones una paralisis y la muerte
(Trevifio, 2013).



INHIBICION DE LA
ACETILCOLINESTERASA

SINAPSIS NERVIOSA =) —

AUMENTO DE LA
ACETILCOLINA

Y

PERDIDA DE COORDINACION
MUSCULAR l

e TETANIA

e CONVULSIONES ORGANOFOSFORADOS Y
CARBAMATOS

MUERTE

Figura 3. Mecanismo de accion de los productos sintéticos (Olguin, 2016)

2.5 Control biolégico de Garrapata (Rhipicephalus microplus)

El control biolégico ha demostrado ser una alternativa promisoria y
econdémicamente prometedora para el control de garrapatas en los bovinos (Rot
et al, 2013). Estas alternativas se clasifican en  hongos

entomopatdgenos (Metarhizium sp; Beauveria sp), bacterias (Cedecea lapagei,

Escherichia coliy Enterobacter aglomerans), nematodos
entomopatdégenos (Heterorhabditidae y Steinernematidae), y hormigas
reguladoras (Solenopsis germinata, S. saevissima, Camponotus

rengira y Ectatomma cuadridens) (Ojeda-Chi et al., 2010). Todos estos agentes
afectan principalmente los estadios de vida libre de las garrapatas (Fernandez-
Salas et al., 2012).. Asi mismo, existen reportes del uso de otros hongos como:
Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, Paecilomyces farinosus,
Verticillium lecanii. En condiciones in vitro e in vivo Metarhizium anisopliae ha
demostrado eficacia del 50 al 100% en el control de todas las fases de desarrollo
de las garrapatas, afectando su indice reproductivo, longevidad, eclosion, entre

otros (Rodriguez-Alcocer et al., 2014).

En los dltimos cuatro afos se han desarrollado aproximadamente 171 productos
alrededor del mundo, de los cuales Unicamente tres contienen M. anisopliae y B.
bassiana para el control de garrapatas. Uno de ellos es Baubassil ®. Por otra
parte, se ha implementado el uso de la nanotecnologia para desarrollar
formulaciones fungicas, por ejemplo, la microencapsulacion de las conidias para
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protegerlas de las condiciones climaticas adversas (radiacion solar, temperatura,
humedad, etc.) e incrementar su eficacia (Fernandez-Salas et al., 2012).
Diversos estudios revelan efectividad de B. bassiana como control biolégico
sobre poblaciones de garrapatas de la familia Ixodidae (Ojeda-Chi et al., 2010).
La efectividad de los entomopatégenos M. anisopliae y B. bassiana ha sido
estudiada ampliamente en hatos ganaderos del mundo, considerandolos inocuos
para el medio ambiente y la salud humana, tomando gran interés en su uso como

acaricidas (Martin et al., 2015).

Beauveria bassiana, al igual que otros hongos entomopatégenos, antes de matar
a su hospedero, al activarse el mecanismo de accién le causa sintomas
importantes como son: pérdida de sensibilidad, falta de coordinacion, letargo,
inapetencia, melanizacion y paralisis (Figura 4). Con la muerte del insecto, el
beneficio se incrementa pues la esporulacion y posterior dispersién del hongo,

permite un control mas alla de la aplicacion (Malpartida-zevallos, 2013).

_—> .-- Esporas Tubo germinativo
SIS penetrando en la broca

&
43

Liberacion de esporas \ P =

f Esporas sobre la broca B\SR
E . \ Germinacién de esporas
- Sdias [ s
Esporulacién sobre la broca \ /Ias 1
¥ l’ ) )

., Invasion por el hongo
Cubrimiento

Salida del micelio

Figura 4 Ciclo de desarrollo de un hongo entomopatégeno (Gonzalez, 2011)

2.6 Control natural de Garrapata (Rhipicephalus microplus): uso de
extractos de plantas

En la agricultura y ganaderia se utilizan cada vez mas productos organicos

obtenidos de plantas con fines antimicrobianos o antisépticos. Estos productos
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tienen las ventajas de no ser dafinos para humanos y animales, no contaminan
los ecosistemas y garantizan la inocuidad de los productos agropecuarios
(Garcia, 2012).

Las plantas han sido utilizadas durante miles de afios en muchas partes del
mundo por sus propiedades nutritivas y medicinales y con el desarrollo de la
industria farmacéutica ha ido creciendo el interés por parte de los investigadores
en estudiar sustancias naturales que tengan alguna propiedad antimicrobiana

que pudiera resultar Gtil a la medicina actual (Jordan et al., 2013).

En México, Rosado-aguilar et al. (2010) evaluaron la eficiencia de 45 extractos
metandlicos de los extractos de plantas de Petiveria alliacea, en larvas de R.
microplus reportando eficacias de 5 - 99%; y en adultas del 86%, asi como el
91% de reduccion en el indice de eficiencia reproductiva. Ademas, en estos
extractos se identificaron, mediante cromatografia de gases, al benciltrisulfuro y
bencildisulfuro como los posibles compuestos responsables del efecto acaricida.
Martinez-Velazquez et al. (2011) reportaron 100% de eficiencia para el control
de larvas aplicando aceites esenciales extraidos de Cumminum.
cyminum y Pimenta dioica. Por otro lado, los mismos autores estudiaron, el
efecto acaricida de aceites esenciales de hojas de orégano (Lippia
graveolens), hojas de romero (Rosmarinus officinalis) y bulbos de ajo (Allium
sativum) encontrando eficiencias de 85 a 100 % contra larvas de R.
microplus. Los aceites esenciales y los extractos vegetales comprenden
propiedades acaricidas y repelentes complejas contra las garrapatas (Ellse &
Wall, 2014). El uso de extractos de plantas son una opcién como método natural

de control de garraptas (Dantas et al., 2015).

Una gran variedad de especies evaluadas por su efecto acaricida pertenece a la
familia Lamiaceae. Las especies de esta familia se caracterizan por variedades
de metabolitos secundarios antiparasitarios, que se utilizan principalmente en
estudios de etnomedicina (Tariq et al., 2016). La mayoria de los articulos
publicados recientemente son de Brasil y otros paises tropicales, donde las
condiciones climaticas favorecen la supervivencia de las garrapatas (Adenubi et
al., 2016). Las hojas fueron las partes mas utilizadas para la extraccion de
compuestos ya que debido a la presencia de varios constituyentes bioactivos de

éstas ,se derivan diversos usos y productos (Tangjitman et al., 2015).
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2.7 Vaporub (Plectranthus sp)

La familia Lamiaceae contiene varios géneros con una rica diversidad de usos
etnobotanicos (el uso y aprovechamiento de las plantas en los diferentes
espacios culturales y en el tiempo), uno de ellos es Plectranthus, el cual contiene
alrededor de 300 especies. Encontrado en Africa tropical, Asia y Australia.
Algunas especies de Plectranthus son dificiles de identificar debido a la falta de
criterios morfolégicos claros para discriminar no solo entre especies dentro del
género sino también entre los géneros estrechamente relacionados. Esto ha
resultado en numerosos problemas taxondémicos en el nombramiento de
especies y a menudo se tienen colocadas en varios géneros estrechamente
relacionados como Coleus, Solenostemon y Englerastrum. Ademas, algunas
especies relacionadas formalmente en Plectranthus, ahora son reconocidos

como Isodon mas lejanamente relacionado (Lukhoba et al. 2006).

En més del 85% de la literatura, la documentacion de Plectranthus se basa en
los valores terapéuticos de este género, seguidos de sus propiedades
nutricionales y horticolas atribuidas a su naturaleza aromatica y capacidad de
produccion de aceite esencial (Alasbahi & Melzig, 2010). Plectranthus
amboinicus (Loureiro) Sprengel es una de las especies mas documentadas de
la familia Lamiaceae. Plectranthus amboinicus, también conocida comunmente
como borraja india, es una hierba carnosa y suculenta famosa por su distintivo
sabor y olor a orégano. Es una de las especies mas citadas de la familia
Lamiaceae, especialmente por sus propiedades medicinales, y representa el

68% de todas las aplicaciones habituales de este género (Lukhoba et al., 2006)

La naturaleza aromatica del género Plectranthus se atribuye a la produccion de
aceites esenciales (Alasbahi & Melzig, 2010). Los diterpenoides en Plectranthus
pueden estar involucrados en la resistencia contra insectos y microorganismos
Grayer et al. (2010).

Plectranthus sp es un arbusto suculento con tendencia a trepar o arrastrarse.
Puede alcanzar mas de 1 m de altura y aun mas de ancho en la naturaleza (Patel
et al., 2010). Esta enorme y suculenta hierba es carnosa y muy aromatica. Los
tallos carnosos crecen entre 30 y 90 cm, ya sea con pelos largos y rigidos, o
cubierto de pelos suaves, cortos y erguidos (Prasad et al., 2020). Las hojas del
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vaporub son indivisas (simples), ampliamente ovadas a suborbiculares con una
punta ahusada (ovadas) y muy gruesas; ellos son pubescentes (densamente
tachonados con pelos), con la superficie inferior que posee los mas numerosos
pelos glandulares, que dan un aspecto helado (Figura 5) (Spreng, 2010). El olor
de esta hoja es agradable y refrescante, ademas, éstas contienen una mezcla
de esteroles y triterpenos, campesterol, a-amirina y B-amirina, aceites esenciales
y compuestos tipo salvinorina de estructuras quimicas desconocidas (Osman,
2013).

Figura 5.Hoja de la planta de vaporub (Plectranthus sp.)

El aceite de Plectranthus sp es rico en monoterpenos oxigenados, hidrocarburos
monoterpénicos, hidrocarburos sesquiterpénicos y sesquiterpenos oxigenados
(Lukhoba et al., 2006). EIl aceite esencial de hoja de Plectranthus sp es
particularmente rico en monoterpenos fendlicos como el timol y carvacrol, que

se especula que ejerce varias propiedades farmacolégicas (Spreng, 2010).

En algunos reportes se ha sefialado que los aceites esenciales o sus
componentes monoterpenoides producen intoxicacidon neurotoxica, similar a la
producida por los organofosforados y carbamatos, mediante la inhibicién de la
enzima acetilcolinesterasa (Ochoa et al., 2017), lo cual ofrece una posibilidad de
utilizarlos como acaricida. El efecto neurotdéxico se produce cuando, en la
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transmision del impulso nervioso, la acetilcolina es liberada de las vesiculas de
las terminales nerviosas cuando estas son despolarizadas y, a continuacion, la
acetilcolina ingresa a la sinapsis y se une al receptor postsinaptico. Esta posee
una vida media corta debido a la presencia de la acetilcolinesterasa, una enzima
que hidroliza la unién éster de la molécula, con lo cual se interrumpe la actividad
estimuladora. La inhibicion de la acetilcolinesterasa prolonga la transmision
eléctrica, ya que la acetilcolina esta estimulada (Houghton et al., 2006). A pesar

de esto, Plectranthus sp no ha sido evaluada como acaricida.

2.8 Técnicas de evaluacion in vitro de actividad acaricida

Para el adecuado diagnéstico de resistencias a acaricidas quimicos en
garrapatas, se han desarrollado: métodos quimicos, bioensayos y pruebas
moleculares (FAO, 2004). Son tres los bioensayos desarrollados, dos de ellos
para estadio larval y uno para estadio adulto.

e Prueba de Inmersion de adultos: Fue desarrollada por Drummond en 1973
es usada para determinar la eficacia de acaricidas en poblaciones de
garrapatas, en estadio adulto (Junte, 2008). Para teleoginas (garrapatas
hembras ingurgitadas) es la referencia a nivel mundial aprobada por la
FAO para la deteccion de resistencia (FAO, 2004). El criterio de esta
técnica para diagnosticar susceptibilidad o resistencia a un acaricida es la
produccion de huevos después del tratamiento. Se basa en la inmersion
de teleoginas en varias concentraciones del acaricida incluyendo la dosis
terapéutica recomendada por los fabricantes, obteniendo el peso de la
masa total de huevos, porcentaje de eclosion, eficacia y factor de
resistencia al producto(Drummond et al., 1976) .

e Prueba de Paquete larval (LPT: por sus siglas en inglés): fue descrita por
primera vez por Stone & Haydock en 1962 y modificada para el amitraz
por (Santos et al., 2013), esta prueba ha sido reconocida por la FAO para
diagnosticar resistencia, y es promovida por esta organizacién. Consiste
en exponer larvas de garrapatas en una superficie de papel filtro que se
impregno de forma previa con ixodicidas. La mortalidad larval se cuantifica

entre las 24 y 72 horas.
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e Prueba de Inmersion de larvas: fue describa por Shaw (1966) ha tenido
varias modificaciones; sin embargo, no ha sido estandarizada, pero ya ha
sido usada especialmente para acaricidas de accién sistémica (Klafke et
al.,, 2012). se emplea como bioensayo para evaluar la eficacia de
compuestos sintéticos y extractos de origen natural sobre garrapatas. La
parte critica de este bioensayo en la evaluacion de extractos naturales, es
el uso de disolventes que permitan la completa disolucion de las muestras
y que no sean téxicos para el organismo a evaluar (Chagas et al., 2003).
Los compuestos mas utilizados para disolver extractos crudos vegetales
son el etanol, metanol y dimetilsulféxido (DMSO); sin embargo, estos
compuestos presentan cierta toxicidad en el organismo a evaluar. El
detergente Tween es un compuesto inocuo que tiene la propiedad de
disolver grasas y es utilizado en la industria farmacéutica y alimentaria,
por lo que podria ser utilizado como disolvente de extractos de plantas en

bioensayos.

2.9 Prueba de paquete larval (LPT, por sus siglas en inglés)

Un estudio realizado por Pérez (2019) mediante la prueba LPT, mostrd la
presencia de resistencia a los diferentes productos quimicos en las garrapatas y
va entre 67 y el 75% para el amitraz; entre 42 al 50% para el alfa-cipermetrinay,
entre 25 a 50% para la ivermectina. En varios paises se han realizado pruebas
LPT para determinar la resistencia a acaricidas en R. microplus, por ejemplo, en
Brasil 19 de 20 poblaciones de garrapatas, fueron resistentes al amitraz (Santos
et al., 2013).

El reporte descrito por Pajuelo (2011) muestra la mortalidad de larvas utilizando
la aplicacion de las diferentes dosis de extractos de Sapindus saponaria como
son 6%, 8%, 10%, 15% y 25% para el control de larvas de Boophillus microplus;
al analisis estadistico mostrd que existe dependencia significativa a (p<0.0001)
entre concentraciones lo que indica que existe relacion directa entre la

concentracion del extracto con el efecto larvicida.
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Romario (2020) reporta que la mortalidad de larvas de las poblaciones de R.
microplus tuvieron diferencias significativas evaluando los acaricidas sintéticos
en las diferentes fincas ubicadas en el estado de Veracruz y Nuevo Ledn.
También se evalud cipermetrina, la cual presentd muy baja mortalidad en la
poblacion de Veracruz (6.03%) y una mortalidad elevada en la poblacion de
Nuevo Ledn (97.38%), coumafds (antiparasito externo) presentd mortalidades
del 100% en ambas poblaciones y la asociacion clorpirifés + permetrina presento
elevadas mortalidades elevadas para ambas poblaciones (Veracruz = 97.5%)
(Nuevo Lebn = 100%), el control (Aceite de Oliva +Tricloroetileno) presentd una
mortalidad por debajo del 5%, observandose diferencia significativa con todos

los tratamientos, excepto con la cipermetrina en la poblacién de Veracruz.

3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Objetivo general:

e Evaluar el efecto acaricida de Plectranthus sp contra Rhipicephalus

microplus.
Objetivos especificos:
e Obtener el aceite esencial de Plectranthus sp.

e Evaluar tres dosis diferentes del aceite esencial de Plectranthus sp, en

una prueba in vitro de paquete larval (LPT, por sus siglas en inglés).

Hipotesis:

La aplicacion del aceite esencial de la planta Plectranthus sp tiene efecto
acaricida sobre el porcentaje de mortalidad de larvas de R. microplus en una

prueba in vitro LPT.

4. METODOLOGIA

El proyecto se llevo a cabo en una colaboracion entre la Facultad de Ingenieria

y la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Autbnoma de Querétaro,
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campus Conca y campus Juriquilla respectivamente. Esta investigacion fue
aprobada por el comité de ética de la Facultad de Ingenieria de la Universidad
Autonoma de Querétaro, con la clave CEAIFI-158-2019-TL.

4.1 Obtencion de materia vegetal para la elaboracion del extracto
natural.

La planta a utilizar para la elaboracion del extracto se obtuvo de la comunidad

de Embocadero, Jalpan de Serra, Querétaro en la finca “El Tigre”.

a) Materia prima vegetal: Se utilizé la planta de vaporub (Plectranthus sp).

b) Seleccién: La seleccidén del material vegetal se realizdé visualmente. Se
retiran las hojas de vaporub que presenten pardeamientos producidos por
el transporte (excesivo apisonamiento), particulas extrafias, insectos y/o
plantas de naturaleza ajenas al vaporub.

c) Recoleccion: Se llevo a cabo una recoleccion manual, cortando el arbusto.
El recojo se realiz6 a primeras horas de la mafiana, para evitar una

exudacién excesiva de la planta (Figura 6).

= A ; -

Figura 6. Recoleccion del material vegetal

4.2 Obtencion del aceite esencial de Plectranthus sp.

La metodologia para la extraccion del aceite esencial se llevdé a cabo en el
laboratorio de biologia molecular del campus Juriquilla de la Universidad
Auténoma de Querétaro, la cual se ejecuto6 de la siguiente manera:
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a) Pesaje de material fresco: Se pes6 el material vegetal fresco con una

bascula digital obteniendo 4.30 kg de material vegetal fresco (Figura 7).

Figura 7. Pesaje de material vegetal fresco

b) Se deshidraté el material vegetal fresco en una estufa a 40°C durante 3
dias.

c) Posteriormente se maceré hasta obtener un polvo.

d) Se obtuvieron 5 g de polvo de la muestra seca a la cual se le agreg6 una
solucién de agua y metanol al 80% en una relacion de 1:10. La solucién se
agité por 16 hrs y se filtré con un papel filtro de 0.22 um.

e) Finalmente se realiz6 la extraccidon del aceite esencial mediante el uso de
un rotavapor a una temperatura de 40°C, una presion de 180 milibares y
una temperatura del agua de 2-5°C.

4.3 Disefio de tratamientos para la evaluacién in vitro

De acuerdo a Jyoti et al. (2019) se evaluaron tres concentraciones del extracto
obtenido, estos tratamientos se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Disefo de tratamientos in vitro

Tratamiento Concentracion del extracto (%)
T1=Vaporub 0.05%
T2=Vaporub 0.5%

T3=Vaporub 5%
T4=Testigo 0
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4.4 Modelo “paquete de larvas” in vitro

Las larvas utilizadas en el experimento pertenecen a la cepa media joya (cepa
de referencia nacional susceptible a ixodicidas) que fue proporcionada por el
Laboratorio de Artropodologia del CENID-PAVET del Centro Nacional de
Servicios de Constatacion en Salud Animal (CENAPA) al Laboratorio de
Microbiologia Veterinaria de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad
Autonoma de Querétaro. La prueba de paquete larval se realiz6 de acuerdo a
Jyoti et al. (2019). En resumen, se recortaron 12 cuadros (para los tratamientos
y sus repeticiones) de papel filtro de 8.5 cm de largo y 7.5 cm de ancho, los
tratamientos se prepararon diluyendo tricloroetileno y de aceite de oliva con una
relacion (2:1) a las concentraciones ya mencionadas en la Tabla 2. Se agrego

un volumen de 0.7 ml de cada dilucién preparada a cada papel filtro (Figura 8).

Figura 8 Aplicacion de los tratamientos preparados al papel filtro

Se dejaron evaporar los cuadros de papel filtro con los tratamientos durante 2 h,
posteriormente éstos se doblaron por la mitad y se colocaron clips metéalicos
(Clips redondos, Deli No. 8532, Deli Group Co., Ltd., Condado de Ninghai,
Zhejiang, China) a los lados, formando paquetes para la recepcion de las larvas.
Se colocaron 100 larvas en cada paquete, y la parte superior se sell6 con un
tercer clip. Los paquetes con las larvas se incubaron a 28 + 1 °Cy 85 + 5% HR
durante 24 hrs (Figura 9).
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Figura 9. Paquetes preparados para la incubacion

Transcurridas las 24 hrs se abrieron los paquetes y se cont6 el nimero de larvas
vivas y muertas con un contador manual 4 digitos (Figura 10) las larvas que

movian las patas, pero no caminaban se contaban como muertas.

Los resultados se compararan con el tratamiento control (Tricloroetileno y aceite
de oliva). De acuerdo a Avinash et al., (2017), el porcentaje de mortalidad de

larvas se realizé aplicando la formula de Abott (Abott, 1925).

. . % mortalidad tratamiento — % mortalidad en control
porcentaje de mortalidad = = . X 100

100—-% mortalidad en control

Figura 10. Conteo de larvas vivas y muertas

4.5 Andlisis estadistico

Los datos experimentales se sometieron a un analisis de ANOVA utilizando el
paquete estadistico Minitab con una prueba de P < 0.05 y para detectar la
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diferencia significativa entre tratamientos se aplic6 una prueba de Tukey. Los

resultados se expresaron como la media +* la desviacion estandar.

5. RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.10btenciodn del aceite esencial de Plectranthus

A partir de 4.30 kg de materia fresca vegetal, se obtuvieron 38 mL de extracto de
Plectranthus, lo cual representa un rendimiento del 0.97% (

Figura 11).

Figura 11 Solucién final del extracto del Plectranthus

El rendimiento de los aceites esenciales obtenidos a partir de las plantas puede
variar dependiendo del método utilizado para realizar la extraccion. Comunmente
se emplea el método de hidrodestilacion para extraer el aceite esencial de
Plectranthus, sin embargo, existen otros métodos como la destilaciébn por
arrastre de vapor, extraccion con CO:2 supercritico y extraccion con hexano,
donde se han obtenido resultados, y rendimientos de 0.55%, 1.40% y 6.52%,
respectivamente (Arumugam et al.,, 2016). Por otro lado, Dao et al. (2019)
realizaron la extraccion de los aceites esenciales de Plectranthus mediante
hidrodestilacion asistida por microondas, obtuvieron un rendimiento de
0.1374%.Samad et al. (2019) también utilizo la tecnologia de microondas para

optimizar el rendimiento de la extraccion, un equipo rotavapor y etanol como
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solvente. Ellos observaron que la concentracion del solvente influia en el

resultado y obtuvieron un rendimiento del 39.81%.

El método utilizado en el presente trabajo fue la destilacion mediante el uso de
un equipo rotavapor y utilizando metanol como solvente. El funcionamiento de
este equipo consiste en evaporar sustancias para luego ser condensadas y
separadas en sus diferentes componentes. El equipo reduce la presion
atmosférica, lo que permite que los solventes se separen del soluto y luego sean
destilados en el tubo de condensacion a baja temperatura y recolectados en el
matraz correspondiente, es similar a la destilacion por arrastre de vapor, pero
con la reduccion de la presiéon. De esta manera, el rendimiento obtenido de este
método fue de 0.97%. De acuerdo a lo anterior, es posible que utilizando el
equipo rotavapor asistido por la tecnologia de microondas y el hexano como
solvente, se pueda obtener un mejor rendimiento en la extraccion de los aceites
esenciales de Plectranthus. Es importante considerar y evaluar los factores

mencionados anteriormente para lograr un mayor rendimiento en la extraccion.

5.2Porcentaje de mortalidad mediante la prueba LPT

Los resultados por cada tratamientos son representados en porcentajes de

mortalidad en un paquete de 100 larvas en la Tabla 3.

Tabla 3. Porcentaje de mortalidad

TRATAMIENTO CONCENTRACION DEL MORTALIDAD DE LARVAS EN
EXTRACTO (%) LA PRUEBA LPT (%)
T1 0.05 (8.362 £ 4.35)
T2 0.5 (7.122 + 1.20)
T3 5 (9.642 £ 0.88)
CONTROL 0 (0.22° + 0.37)

Los resultados se presentan como la media * la desviacion estandar
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2Letras diferentes indican diferencia significativa utilizando la prueba de Tukey
(P < 0.05).

Todos los tratamientos (T1, T2 y T3) presentaron resultados similares. La
concentracion de 5% (1.9 ml) fue la que representé la mortalidad mas alta en
comparacion de los demas tratamientos, sin embargo, no existe diferencia

significativa entre ellos.

En las ultimas décadas, extractos de plantas han sido aprovechados por sus
actividades antimicrobianas y acaricidas sobre las garrapatas (Andreotti et al.,
2016; Sharma et al., 2017). Romario (2020), evalué la actividad acaricida in vitro
de tres extractos metandlicos en una poblacién de garraptas del estado de Nuevo
Leon (N.L.) y otra de Veracruz (Ver.). Los extractos fueron obtenidos a partir de la
semilla de Litchi chinensis y de hojas de Artemisia ludoviciana y Cordia boissieri.
Tres concentraciones diferentes de los extractos (5, 10 y 15%), fueron evaluadas
y como parte de sus resultados, el extracto de L. chinensis, mostré alta eficacia
acaricida, 99.44% en N.L. y 99.73% en Ver., en el extracto de A. ludoviciana, la
eficacia fue del 89.34% y 89.21% y en el de C. boissieri, fue del 33.04% y 10.33%
respectivamente. Se concluye, que el extracto de semilla de L. chinensis, mostré

potencial para ser utilizado como fuente alternativa en el control de garrapatas.

El estudio elaborado por Pajuelo, (2011) reporta que el porcentaje de mortalidad
de larvas utilizando “prueba de inmersién de larvas” fue de 78.3%, 82.5%, 88.3%
y 100% utilizando las diferentes dosis de extractos de Sapindus saponaria como
son 6%, 8%, 10%, 15% y 25% para el control de larvas de Boophillus microplus.
Las concentraciones del extracto también son superiores a las que se utilizan en
este estudio, lo cual es un factor clave que mostré desventaja en los resultados

de este trabajo.

Jyoti et al. (2019) evalud los aceites esenciales de Syzygium aromaticum,
Cinnamomum zeylanicum y Cymbopogon citratus en una prueba LPT y
utilizando concentraciones en un rango de 0.05 — 5%, mismas concentraciones
utilizadas en el presente trabajo. Entre sus resultados reportaron un valor LC50
de 0.301%, 0.086% y 0.246% respectivamente. El valor LC50 determina la
concentracion letal de una sustancia para cierto organismo en un 50% de la

poblacion total expuesta a dicha sustancia, en otras palabras, a concentraciones
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de 0.301%, 0.086% y 0.246% lograron alcanzar el 50% de mortalidad de las
larvas. Ademas, reportaron una mortalidad dependiente de la concentracion, lo
cual tampoco fue observado en el presente estudio, no se encontraron

diferencias significativas entre los tratamientos (P < 0.05).

Otros estudios como el elaborado por Thorsell et al. (2006), muestran accién
repelente de algunas plantas sobre ninfas de la garrapata Ixodes ricinus L. Los
autores evaluaron extractos etanolicos de abedul, citronella, trébol, eucalipto,
geranio, lavanda, hierbabuena y girasol a una concentracion del 10%, dando
como resultado un porcentaje de mortalidad en un rango de 80 al 90%, después
de 8 h de la aplicacién. Ademas del uso de una concentracion mas alta, en el
estudio elaborado por Thorsell et al. (2006) se utilizdé un estadio de la garrapata
distinto. Previo a la evaluacion in vitro realizada en este trabajo, se habia
observado de manera empirica, un efecto acaricida potencial de Plectranthus sp
en las cepas de garrapatas que se encuentran en Jalpan de Serra, Querétaro;
sin embargo, fue en un estadio distinto al de esta evaluacién, no fue sobre larvas.
Esto podria indicar que los bajos porcentajes de mortalidad obtenidos en este
estudio, no estén relacionados solo con la concentracion si no con el estadio de

las garrapatas utilizado.

El efecto acaricida del aceite esencial de alguna planta, depende de diversos
factores como la concentracién del extracto, el estadio de la garrapata, las
especies de plantas y el tipo de compuestos bioactivos que contienen, el método
de evaluacion del efecto acaricida y el tiempo en el cual las larvas se dejan
expuestas a los tratamientos. Estos factores representaron una gran desventaja

en el porcentaje de mortalidad de las garrapatas durante este estudio.

6. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se observa un efecto acaricida representado en un analisis
estadistico, sin embargo existen factores como mejora, por ejemplo: el tiempo
de exposicion de los tratamientos hacia las larvas donde se puede prolongar
hasta 48 hrs, concentraciones del extracto con porcentajes mas altos, asi como

aplicar los tratamientos en los diferentes estadios de la garrapata. Modificando y
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utilizando los factores mencionados anteriormente podria representar un mayor

porcentaje de mortalidad de larvas en la prueba LPT.
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