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Resumen:

Uno de los principales problemas de la ganaderia bovina son las infestaciones ocasionadas
por garrapatas, siendo Rhipicephalus microplus la especie mas importante en la industria
ganadera. Su control se basa principalmente en la aplicacién de ixodicidas. Sin embargo, el
uso excesivo e inadecuado de estos productos ha generado cepas resistentes. Como
alternativa se ha propuesto al control biolégico como un método promisorio, ya que evita la
contaminacion del medio ambiente, favorece la inocuidad de los productos derivados de los
animales y contribuye a la sustentabilidad. Por esta razon, el objetivo del presente estudio
fue realizar una evaluacion in vitro del efecto ixodicida de dos extractos vegetales de
Cinnamomum zeylanicum y Tagetes erecta sobre garrapatas R. microplus. El analisis se llevo
a cabo mediante las técnicas de inmersion de larvas “LIT” e inmersion de hembras adultas
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“AIT” y posteriormente se determind el dafio morfoldgico en la estructura cuticular de las
garrapatas mediante microscopia estereoscopica. El resultado mas significativo fue de 100 %
de mortalidad larval (P<0.05) para el extracto de C. zeylanicum a una concentracion de 6 %,
presentando dafios morfoldgicos evidentes en la estructura cuticular. En contraste, el extracto
de T. erecta no mostro actividad ixodicida. Finalmente, se concluye que el extracto vegetal
de C. zeylanicum presenta eficacia en pruebas in vitro contra larvas de R. microplus y podria
ser de utilidad como una alternativa de control econdmica y sustentable de garrapatas.

Palabras clave: Cinnamomum zeylanicum, Control biologico, Extractos vegetales,
Rhipicephalus microplus, Tagetes erecta.
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Las garrapatas representan uno de los ectoparasitos de mayor importancia en areas tropicales
y subtropicales¥. En México se han registrado 82 especies de garrapatas tanto en animales
silvestres como domésticos, siendo Rhipicephalus microplus la de mayor importancia en la
ganaderia. Esta garrapata genera pérdidas econdmicas relacionadas con la reduccién en los
niveles de produccidn, transmision de enfermedades, mortalidad y costos elevados para su
control®?, En los ultimos afios, la estrategia mas utilizada para su control ha sido la
aplicacion de quimicos denominados ixodicidas como organofosforados, carbamatos,
formamidas, piretroides sintéticos, lactonas macrociclicas, fenilpirazolonas, etc; los cuales
funcionan adecuadamente a dosis recomendadas. Sin embargo, el uso irracional de estos
productos ha generado la seleccion de poblaciones de garrapatas resistentes haciendo que el
control sea cada vez mas complejo®?. Por tal motivo, la disponibilidad de métodos
alternativos se ha convertido en una necesidad no solamente de los productores, sino de los
consumidores que demandan productos libres de pesticidas, con tecnologia ambientalmente
segura como la que proveen los extractos de plantas, los cuales cuentan con principios activos
que muestran efecto insecticida y garrapaticida, especialmente en los sistemas de produccion
ecoldgicos y organicos®67,

Ante esta situacion, el control de garrapatas mediante extractos de plantas como el ajo y
orégano mexicano ha sido ampliamente estudiado en algunas especies de importancia
pecuaria, utilizando diferentes métodos de obtencion y aplicacion®!V. Por otro lado, los
extractos comerciales originados de plantas como la canela y cempasuchil, tienden a tener
baja toxicidad a la salud humana, desarrollo lento de resistencia, inestabilidad en el ambiente
y sus principios activos se metabolizan rapidamente ante la radiacion solar y la humedad
microclimatica®. Por esta razon, el objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto
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ixodicida de dos extractos vegetales; canela (Cinnamomum zeylanicum) y cempasuchil
(Tagetes erecta) sobre la mortalidad de garrapatas R. microplus utilizando la técnica de
paquete de larvas “LPT” e inmersién de hembras adultas “AIT”, y determinar el dafio
morfol6gico ocasionado a nivel microscopico.

En el presente trabajo se utilizaron larvas de garrapatas R. microplus de 7 a 15 dias de edad
y garrapatas adultas de 21 a 23 dias colectadas de bovinos infestados artificialmente. Se
utilizo la cepa de referencia susceptible proveniente de Moyahua, Zacatecas, México, la cual
fue proporcionada por el laboratorio de Ectoparéasitos y Dipteros del Centro Nacional de
Servicios de Constatacién en Salud Animal (CENAPA) del Servicio Nacional de Sanidad,
Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA).

Se evaluaron dos extractos vegetales formulados mediante emulsion de aceite en agua de C.
zeylanicum 15 % (equivalente a 151.80 g de i.a./L) y T. erecta 90 % (equivalente a 831.60 g
dei.a./L) en peso de compuesto activo, usados principalmente para controlar plagas botanicas
como la arafia roja (Tetranychus urticae, Oligonychus punicae) o la mosca blanca (Bemisia
tabaci). Con la finalidad de evaluar el efecto ixodicida de cada uno de los extractos se
prepararon soluciones utilizando como referencia la concentracion comercial recomendada
(1.5 %).

Para evaluar el efecto ixodicida de los extractos de C. zeylanicumy T. erecta 90 % se realiz
un analisis Probit, utilizando cinco concentraciones 6 %, 3 %, 1.5 %, 0.75 % y 0.375 % y un
grupo testigo. El bioensayo se realiz6 bajo la metodologia de Inmersion de larvas “LIT”(3),
Se prepard una solucion en agua destilada con la concentracién méas alta de los extractos
(6 %), posteriormente se hicieron diluciones dobles seriadas con un factor de dilucién 0.5,
establecido por la técnica hasta la concentracion menor (0.375 %). En cajas Petri de vidrio
de 15 cm de didmetro se coloco papel filtro Whatman No. 1 de 12.5 cm y se adicionaron 10
ml de cada solucidn en su respectiva caja. Posteriormente, con un pincel se colocaron ~ 400
larvas distribuidas sobre el papel y se cubrieron con otro papel filtro simulando una inmersion
de larvas durante 10 min. Transcurrido el tiempo de exposicion, se tom6 una cantidad de
~ 100 larvas y se transfirieron a paquetes de papel filtro de 7.5 x 8.5 cm, los cuales se
sujetaron con un broche BACO™ tipo Bulldog. Cada paquete conteniendo a las larvas
tratadas fue identificado y mantenido en una incubadora con temperatura de 28 + 2 °C y
humedad relativa de 80-90 % por 24 h. Se realizaron tres repeticiones por cada concentracion.
Finalmente, las lecturas de los paquetes se realizaron contabilizando el nimero de larvas
vivas y muertas, siguiendo la metodologia descrita por la FAO en el 2004%4),

Por otro lado, se realizo la prueba de inmersién de hembras adultas “AIT” de R. microplus
utilizando la metodologia descrita previamente™®. Se utilizd Ginicamente la concentracion
comercial recomendada para C. zeylanicumy T. erecta de acuerdo a la NOM-006-Z0O0-1993
para evaluar la toxicidad sobre el peso de hembras, la inhibicidn de la oviposicion y eclosion.
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Las garrapatas se colocaron en vasos de precipitados con 30 ml de solucién de ambos
extractos al 1.5 % y se mantuvieron en inmersiéon por un minuto, realizando movimientos
circulares. Posteriormente, se sacaron para quitar el exceso de producto y se colocaron en
cajas Petri para ser incubadas a 28 + 2 °C y 80-90 % de humedad relativa. Al dia 14 los
huevos fueron separados y pesados con el fin de determinar el porcentaje de inhibicion de la
oviposicion entre las grupos tratados y testigos. Finalmente, se colocaron viales de 1 g de
huevos debidamente identificados y se incubaron durante 26 dias hasta su eclosion. Para
determinar el porcentaje de eclosidn se realizaron conteos en cuadrantes de 3x3 de cascarones
y huevos.

Al final de la prueba de inmersion, se realiz6 un analisis morfolégico donde se utilizaron
larvas de garrapatas R. microplus para determinar posibles dafios morfol6gicos en la
estructura cuticular posterior a la exposicion con los extractos de C. zeylanicum y T. erecta.
Se seleccionaron 10 larvas por tratamiento de las concentraciones 6 %, 3 %, 1.5 % y 0.75 %
y se analizaron mediante microscopia estereoscopica (Microscopio marca Leica) en el
laboratorio de Helmintologia del Centro de Nacional de Investigacion Disciplinaria en Salud
Animal e Inocuidad (CENID-SAI, INIFAP).

Se obtuvieron parametros de mortalidad de larvas (% mortalidad= nimero de larvas muertas
x 100/nGmero de larvas totales)*®. Los datos fueron sometidos a analisis de varianza y a la
prueba de Kruskal-Wallis para determinar diferencias significativas entre tratamientos y
testigos. Adicionalmente, los datos generados en los bioensayos de los andlisis Probit fueron
sometidos al programa Polo Plus (LeOra Software, Petaluma, CA), con el objetivo de
calcular la concentracion letal 50 (CLso) con un intervalo de confianza del 95 %.

El efecto ixodicida de los extractos vegetales aplicados mediante la técnica de inmersion de
larvas a través del andlisis Probit, permitié obtener una mortalidad gradual de la
concentracion mas alta (6 %) a la més baja (0.375 %), lo cual se observa en el Cuadro 1. El
extracto de C. zeylanicum produjo mortalidad significativa (P<0.05) en las concentraciones
de 6 % y 3 %, obteniendo resultados de 100 y 97.8 %, respectivamente. Por otro lado, el
resultado de mortalidad obtenido para la concentracion de 1.5 % fue de 64.2 %, el cual no
fue estadisticamente significativo, similar a las concentraciones mas bajas que presentaron
0% de mortalidad. En contraste, el extracto de T. erecta no mostré actividad bioldgica en
ninguna de las concentraciones aplicadas a través de la metodologia Probit, obteniendo
porcentajes de mortalidad de 0 %, indicando un nulo efecto toxico sobre larvas de garrapatas
R. microplus.
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Cuadro 1: Mortalidad de larvas de garrapatas R. microplus tratadas con los extractos de C.
zeylanicum y T. erecta, a través de un analisis Probit con cinco concentraciones

Concentraciones de extracto (%)

Tratamiento 6 3 1.5 0.75 0.375
C. zeylanicum 100* 97.8* 64.2* 0 0
T. erecta 0 0 0 0 0
Testigo 0 0 0 0 0

*Diferencia estadistica con respecto al grupo Testigo P<0.05.

En el Cuadro 2 se presentan los valores obtenidos al analizar las mortalidades de cada una de
las concentraciones utilizadas en el analisis Probit. Con los resultados de cada concentracion,
se llevo a cabo un analisis mediante el programa Polo PC para calcular la CLso de cada una
de las repeticiones. El total de larvas de garrapatas R. microplus utilizadas en la primera
repeticion fue de 1,413, en la segunda repeticion de 1,556 y en la tercera repeticion de 1,529
larvas. Los rangos de CLso obtenidos en cada repeticion fueron de 1.37 como minimo y 2.41
como maximo con un intervalo de confianza del 95 %.

Cuadro 2: Valores obtenidos a través del programa Polo PC con las mortalidades
obtenidas del extracto de C. zeylanicum sobre larvas de garrapatas R. microplus

n Gradiente Clso IC (95 %)
1413 3.862 +0.185 2.41 1.92 - 3.09
1556 6.326 + 0.338 1.43 1.29-1.58
1529 9.316 £ 0.766 1.37 1.24-1.48

n= namero de larvas R. microplus; CLso= concentracion letal; IC= intervalo de confianza.

Los resultados obtenidos para la inhibicion de la oviposicion y eclosion, indican que no
existio diferencia estadisticamente significativa para ninguno de los extractos evaluados con
respecto al grupo testigo (Cuadro 3). EIl porcentaje de inhibicidn de la oviposicion fue de
3.88 % y 0 % para C. zeylanicum y T. erecta, respectivamente. El porcentaje de inhibicion
de la eclosion fue de 0 % para ambos extractos.

Cuadro 3: Porcentajes de inhibicion de la oviposicién y eclosion de los extractos de C.
zeylanicum y T. erecta sobre garrapatas R. microplus

Peso Peso
Extracto Concentracion ~ promedio promedio 9% 1.0. %I.E.
hembras (g) huevos (Q)
C. zeylanicum 1.5% 3.69 2.02 3.88 0
T. erecta 15% 3.75 2.10 0 0
Testigo 3.75 2.12

I. O.= inhibicién de la oviposicion; I. E.= inhibicién de la eclosién.
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El anélisis morfol6gico mediante microscopia estereoscopica mostré efectos notables en las
larvas de R. microplus post tratamiento con el extracto de C. zeylanicum. Se observo que a
medida que aumentaba la concentracion del extracto, los dafios estructurales eran mas
perceptibles. En panel A de la Figura 1, la larva muestra evidentes alteraciones morfoldgicas
en el gnatosoma (aparato bucal), caracterizadas por una reduccion en el tamafio de los
pedipalpos y el hipostoma, una menor cantidad de cuticula y un cambio de coloracion en los
artejos (patas). Ademas, el escudo presente en el gnatosoma, muestra una coloracion naranja
diferente al panel D o grupo testigo, sugiriendo un desarrollo inadecuado y un gnatosoma
afectado. En el panel B y C se observa que el idiosoma (cuerpo) es mas blanco y transparente
indicando un efecto adverso sobre los ciegos intestinales que no se aprecian adecuadamente,
debido posiblemente a la toxicidad de los extractos a las concentraciones utilizadas. En el
panel D o grupo testigo no existen dafios morfoldgicos.

Figura 1: Dafo morfolégico identificado en larvas de R. microplus tratadas a diferentes
concentraciones con el extracto de C. zeylanicum

Artejo

A Cuticula dafiada danado

Gnatosoma
danado

Gnatosoma

A= concentracion 6 % (las flechas en color negro muestran los dafios estructurales). B= concentracion 3
%. C= concentracion 1.5 %; D= larva testigo (agua).

En el presente estudio se observo que el extracto de C. zeylanicum presenta actividad
ixodicida sobre larvas de R. microplus. En particular, se determin6 que al utilizar dicho
extracto a una concentracion de 6 % mostré 100 % de mortalidad larval. Estos hallazgos
concuerdan con estudios previos donde se evaluo la eficacia de un quimiotipo derivado de
C. verum contra garrapatas R. microplus mediante LPT y AIT, observando que la utilizacién
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de aceites esenciales con benzoato de bencilo demostré eficacia sobre R. microplus en su
etapa larval®”. Asi mismo, los hallazgos previos®, fueron similares a los obtenidos en la
presente investigacion; donde evaluaron los compuestos (E)-cinamaldehido y a-bisabolol
derivados de los aceites esenciales de canela y obtuvieron una mortalidad larval de 100 % a
concentraciones de 2.5, 5 y 10 mg/ml, concluyendo que los aceites esenciales y sus
compuestos presentan alta actividad acaricida. No obstante, reportan baja toxicidad en
garrapatas adultas repletas de R. microplus.

Por otro lado, se ha reportado que los aceites esenciales de C. zeylanicum poseen actividad
sobre garrapatas adultas repletas de R. microplus en forma pura, alcanzando mortalidades de
100 %, 97 %y 62 % a concentraciones de 10, 5y 1 mg/ml, respectivamente®®. Sin embargo,
en el presente trabajo al evaluar la concentracion comercial recomendada del 1.5 % no se
observo efecto sobre la inhibicion de la oviposicion y la eclosion de garrapatas adultas. Es
importante destacar que no se realizaron evaluaciones por arriba de la concentracion
recomendada ya que la norma NOM-006-Z00-1993 menciona que, si esta concentracion no
cuenta con un 98 % de mortalidad en garrapatas adultas, la eficacia se considera negativa.

No obstante, es importante destacar que el uso de la concentracion de 1.5 % ha sido
recomendada por el fabricante para el control de plagas de insectos fitéfagos. En este trabajo,
se estandariz6 una estrategia de concentraciones, considerando que se trata de artrépodos
hematofagos y en diferente estadio. La concentracion letal del 6 % de C. zeylanicum en larvas
de garrapatas R. microplus demuestra que se requiere una cantidad mayor en comparacion
con lo requerido por las especies blanco. Ademas, se observa nula efectividad en garrapatas
adultas, lo cual podria indicar que este producto no tiene el potencial para afectar
bioldgicamente al ectoparasito en estadio adulto. Sin embargo, estudios realizados
previamente, evaluaron la combinacion de tres aceites esenciales, demostrando que el
incremento de la concentracién de C. zeylanicum resultd en una mayor efectividad para
controlar garrapatas en estadio adulto. Estos hallazgos sugieren que el uso de concentraciones
mas altas de C. zeylanicum podrian ser una estrategia eficaz para combatir a la garrapata
R. microplus en todos sus estadios de vida. No obstante, se requieren mas investigaciones
para determinar las concentraciones optimas y evaluar posibles efectos secundarios, al medio
ambiente asi como la viabilidad economica®?,

Es necesario realizar mas estudios utilizando diferentes concentraciones en garrapatas
adultas, ya que en este caso se ha seguido Unicamente la concentracion comercial
recomendada. Estos estudios adicionales permitirdn evaluar la eficacia del producto en
diferentes dosis y determinar si existen concentraciones més efectivas para el control de las
garrapatas adultas. De esta manera, se podra obtener una mejor comprensién de la respuesta
de las garrapatas a diferentes concentraciones y establecer pautas mas precisas para su
control.
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Adicionalmente, en el presente estudio no se realiz6 alguna destilacién o cromatografia para
separar los compuestos del extracto evaluado. Sin embargo, se ha reportado que el principal
biocomponente de C. zeylanicum es el eugenol, el cual podria estar involucrado en la
toxicidad de larvas de garrapatas R .microplus®). Ademas, sesabe que la planta
C. zeylanicum posee ciertas propiedades, entre las cuales destaca su actividad insecticida y
acaricida®'®29  sugiriendo ser una alternativa como método de control biol6gico de
garrapatas. En contraste, la evaluacion del extracto T. erecta no mostré ningin tipo de
toxicidad sobre larvas o adultas de R. microplus. Al respecto, la actividad acaricida del
extracto T. erecta contra garrapatas no ha sido reportada previamente. A la fecha, Unicamente
existen estudios donde se evalud el efecto ixodicida del aceite esencial de T. minuta contra
la infestacion de garrapatas R. microplus y se obtuvieron resultados estadisticamente
significativos en los parametros productivos (nimero y peso de garrapatas, oviposicion y
viabilidad de larvas), mostrando una eficacia del 99.9 % a una concentracion del 20 %2,
Por tal motivo, es necesario realizar futuras investigaciones para aislar, identificar y
caracterizar los compuestos del extracto de T. erecta con el propdsito de determinar si cuenta
con propiedades ixodicidas contra garrapatas R. microplus.

La eficacia presentada por el extracto vegetal de C. zeylanicum para el control de larvas de
garrapatas R. microplus pone de manifiesto el uso potencial de este producto natural como
método de control biol6gico y como una alternativa econémica y sustentable en el control de
garrapatas. No obstante, es necesario realizar estudios adicionales donde se evallen
diferentes métodos de extraccion de la planta, pruebas in vivo y estudios de toxicidad que
permitan dilucidar el efecto sobre garrapatas R. microplus adultas y el posible riesgo al
utilizarlo en animales domésticos.
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