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EI control de garrapatas es una actividad fundamental para la
produccién bovina en pastoreo. Actualmente las garrapatas
han desarrollado resistencia a diferentes ixodicidas, provocando
cuantiosas pérdidas en la produccién ganadera, contaminacién am-
biental y afectaciones a la salud de quienes aplican estos produc-
tos. Por tal razén, es importante explorar 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
cominmente conocida como “vaporub” (Plectranthus spp) en el
control de garrapata Rhipicephalus microplus. Se obtuvo el extrac-
to de la planta con un rotavapor para su posterior evaluacion me-
diante una prueba in vitro de paquete larval (LpT, por sus siglas en
inglés) durante 24 hrs. Asimismo, se valoraron los tratamientos con
las siguientes concentraciones del extracto: T1, 0.05 %; T2, 0.50 % y T3,
5.00 %, mas el control (tricloroetileno y aceite de oliva en una relacién
2:1). A partir de 4.30 kg de materia fresca vegetal se consiguieron 38
ml de extracto de Plectranthus, lo que representé un rendimiento del
0.97 %. El tratamiento 13 mostré el porcentaje de mortalidad de larvas
mas alto (9.64 + 0.88 %); sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos (p < 0.05). A partir de los resul-
tados, se propuso evaluar el extracto en mayores concentraciones
durante diferentes estadios de la garrapata y a un mayor tiempo de

exposicion, para lograr un mayor porcentaje de mortalidad.

Palabras clave: acaricida natural, ganado bovino, Plectranthus spp,
prueba de paquete larval (LrT), Rhipicephalus microplus, salud ani-

mal.
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Introducciéon

La garrapata Rhipicephalus microplus y las enfermedades que transmite
causan ingentes pérdidas econdmicas a la produccién bovina, por lo que
son una de las mayores amenazas que enfrenta la ganaderia bovina [1].
Las pérdidas econémicas causadas por este dcaro estan calculadas en
México y el mundo en el orden de los 573 millones y 2.5 billones de déla-
res anuales, respectivamente [2]. Los dafios que provocan las garrapatas
sobre la salud de los animales se clasifican en directos e indirectos,
siendo las primeras lesiones en la piel, pérdida de sangre y muerte por
toxicidad, como reaccién a la mordedura. También pueden ocasionar
disminucién de los pardmetros productivos (leche y carne) y reproduc-
tivos. Por otro lado, los dafios indirectos se deben a la transmisidn de
agentes patégenos como Babesia bigemina, Babesia bovis y Ana-
plasma marginale, causantes de la babesiosis y anaplasmosis bovina

[3]. Los métodos para el control de garrapatas se fundamentan en el
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V 4 uso intensivo de acaricidas sintéticos, como los organofosforados y pi-

retroides [4]. El mercado mexicano dispone de productos acaricidas,
260 donde uno de los principales es la ivermectina (lactonas marocicli-
cas), que se obtiene por la fermentacién de Streptomyces spp.; posee
efectos de actividad tanto nematicida como acaricida [5]. Dentro de sus
funciones se encuentra la de combatir garrapatas y moscas, aunque
el riesgo de generar poblaciones de garrapatas resistentes es mayor.
Asimismo, se ha demostrado que la aplicacion de lactonas macrocicli-
cas tiene un impacto ambiental negativo: en fincas donde los animales
han sido tratados con estas, disminuye la diversidad y abundancia de
las poblaciones de escarabajos estercoleros, fundamentales por desin-
tegrar la materia fecal, la cual posteriormente se reintegra al

suelo [¢]. Hoy en dia los productos sintéticos son los principales

El objetivo del presente
trabajo fue evaluar el
efecto acaricida del los residuos generan dafos al planeta como la contaminacién
extracto de la planta

autores en la problemética del medio ambiente, debido a que

> . del suelo, aire y agua. Ademas, si son empleados de forma
comunmente conocida

como “vaporub” incorrecta pueden intoxicar al aplicador.
(Plectranthus sp) en el
control de garrapata Por otro lado, los extractos de diversas plantas han manifes-

Rhipicephalus o ) )
microplus. tado un efecto acaricida. Estos no afectan al medio ambien-

te 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 el uso de
estos extractos se convierte en una alternativa para el control de este
acaro [7], [8], [9], [10]. En este sentido, Plectranthus spp. es un arbusto
carnoso, de hojas suculentas y aromaticas que se encuentra de forma
silvestre en varias regiones de Jalpan de Serra, Querétaro. La planta
contiene una mezcla de compuestos bioactivos, como esteroles, tri-
terpenos, sesquiterpenos y monoterpenoides [11], [12], [13]. De acuerdo
con Ochoa et al. el mecanismo de accién de los monoterpenoides en
larvas de garrapata es la neurotoxicidad, similar a la producida por los
organofosforados tras la inhibiciéon de la enzima acetilcolinesterasa. El
efecto neurotéxico se produce cuando, en la transmisién del impulso
nervioso, las vesiculas de las terminales nerviosas liberan acetilcolina,
que después ingresa a la sinapsis a través de la unién a su receptor.
La inhibicién de la enzima acetilcolinesterasa genera una acumulacién
de acetilcolina y en consecuencia ocurre una alteracion en el impulso

nervioso [15], [16]. Esto sugiere que Plectranthus podria tener un efecto
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acaricida en el estadio larval, aunque las investigaciones al respecto



son inexistentes. Sumado a lo anterior, se realizaron pruebas empiricas

en la localidad de Jalpan de Serra que consistieron en crear extractos

de agua con las hojas frescas de la planta para su posterior aplicacion
en la piel de los animales con la ayuda de una mochila aspersora. Las
pruebas mostraron el potencial de esta planta para el control de garra-
patas. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto
acaricida de Plectranthus mediante una prueba de paquete larval con-

tra Rhipicephalus microplus.

El presente proyecto se llevd a cabo mediante una colaboracion entre
la Facultad de Ingenieria campus Concé y la Facultad de Ciencias Na-
turales campus Juriquilla de la Universidad Auténoma de Querétaro. El
estudio fue aprobado por el comité de ética de la Facultad de Ingenieria

de la Universidad Auténoma de Querétaro (clave CEAIFI-158-2019-TL).

Materiales y Métodos

Materia vegetal

Se recolectaron de forma manual las hojas sanas de plantas de vaporup
(Plectranthus spp.) a las 8:00 horas aproximadamente. El material vegetal
se obtuvo de la finca El Tigre, ubicada en la comunidad Embocadero, en

Jalpan de Serra, Querétaro.

Obtencién del extracto de Plectranthus spp.

Se deshidrataron 4.30 kg de materia vegetal en una estufa a 40 °c durante 3
dias. Posteriormente, el resultante se maceré con metanol al 80 % en una
relacion de 1:10 (w/v). La solucion se agité por 16 horas y se filtré con un pa-
pel de 0.22 um. Finalmente, la muestra se colocé en un rotavapor a una
temperatura de 40 °c, una presién de 180 milibares y una temperatura
del agua de 2-5 °c. De acuerdo con Jyoti et al. [7], se evaluaron tres con-
centraciones del extracto obtenido (T1: 0.05 %, T2: 0.50 %, T3: 5.00 %) Mas el

control (tricloroetileno y aceite de oliva en una relacién 2:1).



Modelo in vitro: prueba de paquete larval (LPT)

Las larvas de Rhipicephalus microplus utilizadas en el experimento perte-
necen a la cepa media joya (referente nacional susceptible a ixodicidas),
proporcionada por el Laboratorio de Artropodologia del cenip-paver del
Centro Nacional de Servicios de Constatacion en Salud Animal (cenara)
al Laboratorio de Microbiologia Veterinaria de la Facultad de Ciencias
Naturales de la Universidad Auténoma de Querétaro. La prueba de pa-
quete larval se realizé de acuerdo con [7]. Brevemente, se recortaron 12
cuadros (para los tratamientos y sus repeticiones) de papel filtro de 8.5
cm de largo por 7.5 cm de ancho. Los tratamientos se prepararon al diluir
tricloroetileno y aceite de oliva en una relacién 2:1 para el control, y el
extracto a las concentraciones ya mencionadas. Se agregd un volumen
de 0.7 ml de cada dilucién preparada a los cuadros de papel filtro y se
dejaron evaporar con los tratamientos durante 2 horas. Posteriormente
éstos se doblaron por la mitad y se colocaron clips metalicos a los lados,
formando paquetes para la recepcion de las larvas. Se colocaron 100 lar-
vas en cada paquete, y la parte superior se sellé con un tercer clip. Los
paquetes con larvas se incubaron a 28+1 °C y 85%5 % de humedad relativa

durante 24 horas.

Conteo de larvas

Transcurridas 24 horas, se abrieron los paquetes y se contaron las larvas
vivas y muertas con un contador manual de 4 digitos. Las larvas que
movian las patas, pero no caminaban fueron consideradas muertas. Los
resultados se compararon con el tratamiento control (tricloroetileno y
aceite de oliva). De acuerdo con [17], el porcentaje de mortalidad co-

rregido de larvas (MC %) se realizd aplicando la féormula de Abbott [18]:

MC % = Mortalidadt - Mortalidadc
X 100

100 — Mortalidadc

Donde, Mortalidad, denota el porcentaje de mortalidad del tratamiento

y Mortalidad_indica la mortalidad del control.



Anilisis estadistico

Los datos experimentales se sometieron a un analisis ANOvA y a una prue-
ba de Tukey (p < 0.05). Los resultados se expresan como la media = la

desviacién estdndar.

Resultados y discusion

Obtencién del extracto

A partir de 4.30 kg de materia fresca vegetal se obtuvieron 38 ml de ex-
tracto de Plectranthus, lo equivalente a un rendimiento del 0.97 %. Esta tasa
de los aceites esenciales adquiridos a partir de las plantas varia segun el
método utilizado para la extraccion. Cominmente se emplea el de hidro-
destilacion para obtener el aceite esencial de Plectranthus; sin embargo,
existen otros, como la destilacion por arrastre de vapor, extraccién con
Co, supercritico y extraccién con hexano, cuyos rendimientos son de 0.55,
1.40 y 6.52 %, respectivamente [13]. Por otro lado, Dao et al. [19] realizaron
la extraccion de los aceites esenciales de esta misma planta mediante
la hidrodestilacion asistida por microondas, alcanzando un rendimien-
to de 0.1374 %. Adicionalmente, Samad et al. [20] también aprovecha-
ron la tecnologia de microondas para optimizar el rendimiento de la
extraccion, asi como el equipo rotavapor y el etanol como solvente,
llegando a un rendimiento de hasta 39.81 %. El método empleado en
el presente trabajo fue la destilacién mediante un equipo rotavapor y
metanol como solvente. El funcionamiento de este mecanismo consis-
te en evaporar sustancias que luego serédn condensadas y separadas en
sus diferentes componentes. El equipo reduce la presién atmosférica
para separar los solventes del soluto y luego destilarlos en el tubo de
condensacién a baja temperatura; posteriormente son recolectados en
el matraz correspondiente. Es similar a la destilacion por arrastre de
vapor, pero con la reduccién de presion. De acuerdo con lo anterior,
es posible que con el equipo rotavapor asistido por la tecnologia de
microondas y hexano como solvente se obtenga un mayor rendimiento

en la extraccion de los aceites esenciales de Plectranthus.
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TABLA 1.

Porcentaje de morta-
lidad de larvas en la
prueba de paquete

larval.

v

TRATAMIENTO

Porcentaje de mortalidad a partir de la prueba iz vitro de paquete larval

Los resultados de la prueba in vitro se calcularon a partir de la Ecuacion
(1). Las concentraciones evaluadas resultaron diferentes al control. El tra-
tamiento T3 con una concentraciéon de 5.00 % representd la mortalidad
mas alta, aunque fueron inexistentes diferencias significativas entre los

tratamientos.

CONCENTRACION DEL EXTRACTO (%) PORCENTAJE DE MORTALIDAD DE LARVAS

T1 0.05 8.36a * 4.35
T2 0.50 7.12a+1.20
T3 5.00 9.64a +0.88
Control 0.00 0.22b +0.37

Los resultados se presentan como la media * la desviacién estandar.
Letras diferentes indican diferencia significativa (p < 0.05).

La especie Plectranthus contiene una mezcla de esteroles y triterpenos,
campesterol, a-amirina y B-amirina, asi como mono y diterpenoides, in-
volucrados en la resistencia de esta planta contra insectos y microorga-
nismos [12], [21]. Mas del 85 % de la literatura de Plectranthus se basa en
los valores terapéuticos de este género, sus propiedades nutricionales
y horticolas atribuidas a su naturaleza aromatica, asi como su capaci-
dad productiva de aceite esencial [22]; sin embargo, a pesar de que sus
componentes monoterpenoides causan una neurointoxicacion similar
a la de los organofosforados contenidos en acaricidas comerciales, son
inexistentes los estudios que reporten actividad plaguicida sobre esta

planta.

Un estudio de la Universidad de Nuevo Ledn evalué la actividad aca-
ricida de extractos metandlicos de la semilla de Litchi chinensis 'y de
las hojas de Artemisia ludoviciana 'y Cordia boissieri [10]. La evaluacion
se realizé en dos poblaciones de garrapatas, una del estado de Nuevo
Ledn y otra de Veracruz, a través de una prueba in vitro con concentra-
ciones al 5.00, 10.00 y 15.00 %. Como parte de sus resultados, el extracto de
L. chinensis mostré porcentajes de mortalidad del 99.44 y 99.73 %; el de A.
ludoviciana, de 89.34 y 89.21 %; el de C. boissieri, 33.04 y 10.33 % para las po-

blaciones de Nuevo Ledn y Veracruz, respectivamente. Ademas, Pajuelo



[9] reporté porcentajes de mortalidad del 78.30, 82.50, 88.30 y 100 %, aplican-
do concentraciones de 6.00, 8.00, 10.00, 15.00 y 25.00 % del extracto de Sa-
pindus saponaria. Ambos estudios experimentaron con dosis més altas
que las utilizadas en el presente, ademés de haber empleado la prueba
de inmersion de larvas, muy similar a la prueba LpT, pero con un paso
adicional: las larvas se colocan en tubos tipo Eppendorf, a los que se les
agrega la solucion del extracto y se mantienen en agitacién durante 10
min. Es posible que este paso adicional, asi como las concentraciones
evaluadas, permitieran mayores porcentajes de mortalidad en aquellos

estudios.

Otros autores evaluaron los aceites esenciales de Syzygium aromati-
cum, Cinnamomum zeylanicum y Cymbopogon citratus en una prueba
LPT @ concentraciones en un rango de 0.05-5.00 %, mismas concentracio-
nes utilizadas en el presente estudio. Entre sus resultados reportaron
valores Lc50 de 0.301, 0.086 y 0.246 %, respectivamente. El Lcso determina
la concentracion letal de una sustancia para cierto organismo en un 50 %
de la poblacioén total expuesta a dicha sustancia. Dicho de otro modo,
a concentraciones de 0.301, 0.086 y 0.246 %, lograron alcanzar el 50 % de
mortalidad de las larvas. Ademas, observaron una mortalidad depen-
diente de la concentracién [7]. Otros estudios como el elaborado por
Thorsell et al. [23], evidencian una accién repelente de algunas plantas
contra ninfas de garrapata. Los autores evaluaron extractos etandlicos
de abedul, citronella, trébol, eucalipto, geranio, lavanda, hierbabue-
na y girasol a una concentracién del 10.00 %, obteniendo un rango de
mortalidad del 80 al 90 %, 8 horas después de la aplicacion. Para este
estudio, ademés de usar una concentracién mas alta, también se con-

templé un estadio distinto de la garrapata.

Previo a la evaluacion in vitro realizada en este trabajo, se habia observado
de manera empirica un efecto acaricida potencial de Plectranthus spp.
en las cepas de garrapatas localizadas en Jalpan de Serra, Querétaro; sin
embargo, fue en un estadio distinto al de esta evaluacion, no sobre el lar-
vario. Asi, los bajos porcentajes de mortalidad obtenidos en este anlisis
estan relacionados tanto en la concentracion como con el estadio de las
garrapatas evaluado. El efecto acaricida de los extractos de una planta
depende de factores como la concentracion, el estadio de la garrapata, la
especie vegetal y tipo de compuestos bioactivos que contiene, el méto-

do de evaluacion y el tiempo de exposicion a los tratamientos.




Por otro lado, la eficiencia en la extraccién de compuestos bioactivos es

un aspecto critico en el estudio de los mismos. Resulta de la interaccion
266 de la capacidad de solubilizacion del solvente con la solubilidad relativa
de los compuestos en la muestra. En este sentido, los solventes deben
establecer puentes de hidrégeno, especificamente para lograr la solva-
tacién y liberacién de las especies unidas a la matriz. La polaridad de
los solventes rige la selectividad del sistema de particién y, por lo tanto,
determina las especies fendlicas que se pueden distribuir en el extracto
[24], [25]. El uso de otros solventes, como el hexano, podria no solamente
mejorar el rendimiento del extracto, sino también la biodistribucion de
los compuestos, por lo que podria resultar en un mayor indice de morta-

lidad sobre las garrapatas.

Conclusiones

En la evaluacion del efecto acaricida de los extractos de las plantas y
sus compuestos bioactivos, es importante considerar los factores que
influirdn en el resultado, como las técnicas y el extractante utilizado en
la obtencion de dichos compuestos. Después, resulta imprescindible
prestar atencién a las concentraciones de los extractos y el estadio de
la garrapata. Los resultados de este estudio sugieren que Plectranthus
spp. blande un efecto acaricida, debido a una diferencia significativa
en comparacion con el control. No obstante, en estudios posteriores
sera necesario evaluar condiciones adicionales en los factores mencio-
nados. La presente investigacion establece una pauta para el anélisis
del comportamiento de esta planta contra las garrapatas, pero ademas
ofrece una alternativa accesible para los productores en la region de la
Sierra Gorda de Querétaro, ya que la especie se encuentra disponible

de manera silvestre.
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