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SUMMARY

Background. The aromatic compounds of P. alliacea are a good alternative for the control of Rhipicephalus
microplus resistant to acaricides; however, there are not reports evaluating the effect of these compounds on
the reproductive system of R. microplus. Methodology. In the present work, the effect of the combination of
three compounds: dibenzyl disulfide (63.1%), dibenzyl trisulfide (32.5%) and octadecenoic acid methyl ester
(0.7%), on mortality and the oogenesis process was evaluated on Rhipicephalus microplus ticks resistant to
acaricides. To evaluate the effects of this combination of compounds, the adult immersion test (AlT) was used,
where mortality values, inhibition of oviposition and inhibition of hatching were obtained. Histopathology (HP)
was used to evaluate the effect on oogenesis of the reproductive system. Results. In the AIT, non-significant
mortalities (26.4 + 9.8%) were obtained, high efficiency in percentages of oviposition inhibition (85.6 + 3.7%)
and moderate efficacy in the inhibition of hatching (57.0 = 4.0%). In HP, the uteri of ticks subjected to
immersion in the mixture of benzylsulfur compounds (1%) for one minute showed changes in the normal
structure of their oocytes: morphological alterations that appear as deformed and heterogeneous cell masses.
Implications. These compounds do not affect adult mortality; however, they have a high impact on larval
progeny, breaking the R. microplus cycle. Conclusion. The mixture of the studied compounds exerts an
inhibiting effect on the process of oogenesis in R. microplus, which is promising for the control of this
ectoparasite.

Keywords: Benzyl disulfide; benzyl trisulfide; octadecenoic acid methyl ester; ovaries; Rhipicephalus
microplus.

RESUMEN
Antecedentes. Los compuestos aromaticos de P. alliacea son una buena alternativa para el control de
Rhipicephalus microplus resistentes a acaricidas; sin embargo, no existen reportes que evalten el efecto de
estos compuestos en el sistema reproductor de R. microplus. Metodologia. El presente trabajo evalto el efecto
de la combinacion de tres compuestos: Disulfuro de dibencilo (63.1%), trisulfuro de dibencilo (32.5%) y metil
éster de &cido octadecenoico (0.7%), sobre la mortalidad y el proceso de ovogénesis de garrapatas
Rhipicephalus microplus resistentes a acaricidas. Para evaluar los efectos de ésta combinacion de compuestos,
se empleo la prueba de inmersidn de adultas (P1A) donde se obtuvieron los valores de mortalidad, inhibicién
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de la oviposicién e inhibicidn de la eclosion. Para evaluar el efecto en la ovogénesis del sistema reproductor se
utilizo histopatologia (HP). Resultados. En la PIA se obtuvieron mortalidades no significativas (26.4+9.8%),
alta eficacia en porcentajes de inhibicion de la oviposicion (85.6+3.7%) y moderada eficacia en la inhibicion
de la eclosion (57.0+4.0%). En la HP, los Uteros de las garrapatas sometidas a inmersion en la mezcla de
compuestos bencilsulfurados (1%) durante un minuto presentaron cambios en la estructura normal de sus
ovocitos: alteraciones morfologicas que aparecen como masas celulares deformes y heterogéneas.
Implicaciones. Estos compuestos no afectan en la mortalidad de adultas; sin embargo, tienen un gran impacto
en la progenie larval, rompiendo el ciclo de R. microplus. Conclusion. Se concluye que la mezcla de los
compuestos estudiados ejerce un efecto inhibidor sobre el proceso de ovogénesis en R. microplus, lo cual resulta
prometedor para el control de este ectoparasito.

Palabras clave: Disulfuro de bencilo; trisulfuro de bencilo; metil éster de &cido octadecenoico; ovarios;

Rhipicephalus microplus.
INTRODUCCION

Rhipicephalus microplus es considerada como la
garrapata de mayor importancia en la industria
ganadera, debido a las pérdidas econémicas que
ocasiona ademas de ser un vector que contribuye a
la diseminacion de enfermedades infecciosas en
paises tropicales y subtropicales incluyendo a
México (Ghosh y Nagar, 2014; Rodriguez-Vivas et
al., 2017).

El principal método de control para R. microplus es
el uso de compuestos quimicos (piretroides
sintéticos, organofosforados, amidinas,
fenilpirazolonas, inhibidores del desarrollo y
lactonas macrociclicas); sin embargo, debido a la
intensa actividad agricola y el uso indiscriminado
en la ganaderia bovina se ha propiciado la aparicién
de garrapatas resistentes a estos acaricidas
(Massard et al., 2004; Rodriguez-Vivas et al.,
2012). Hoy en dia el uso exclusivo de acaricidas
para el control de garrapatas se esta volviendo poco
viable en términos practicos y econdémicos, y
requiere la adopcion de alternativas que tengan
como objetivo una buena eficacia y mitigar los
problemas ambientales por acumulacién de
desechos téxicos en la naturaleza (Borges et al.,
2011; Rosado-Aguilar et al., 2017).

El uso de hierbas medicinales en animales aumento
en los ultimos afios, directamente relacionado con
el mercado emergente de mascotas. Entre las
ventajas de los fitoterpeuticos que actualmente
justifican su uso estan los efectos sinérgicos de sus
componentes, la facil degradacion en el medio
ambiente, la proporcion de compuestos que actdan
sobre diferentes objetivos moleculares, el menor
riesgo de efectos secundarios y los costos
relativamente mas bajos en investigacion (Bagavan
et al., 2009; Arceo Medina et al., 2016). Asimismo,
el uso de métodos alternativos ha demostrado ser
un recurso eficaz para el control biolégico de
acaros resistentes a quimicos, al poseer ciertos

compuestos que inhiben o retrasan su crecimiento,
desarrollo y reproduccién (Barbosa et al., 2015;
Rosado Aguilar et al., 2017).

Estudios previos han demostrado que Petiveria
alliacea L. (familia Phytolaccaceae) es eficaz para
el control de R. microplus. Rosado-Aguilar et al.
(2010b) evaluaron el extracto metandlico del tallo
de P. alliacea contra larvas y adultas de R.
microplus resistentes a acaricidas y encontraron
alta actividad acaricida (>85%). Asimismo, los
mismos autores analizaron los metabolitos
secundarios presentes en la fraccion activa
empleando CG/masas, logrando la identificacién
de dos tipos principales de compuestos: a)
aromaticos, siendo éstos trisulfuro de dibencilo
(63.1%), disulfuro de dibencilo (32.5%) y cis-
estilbeno (0.3%), y b) acidos grasos, siendo éstos
metil éster de acido hexadecanoico (2.8%), metil
éster de &cido octadecadienoico (0.4%) y metil
éster de acido octadecenoico (0.7%). Arceo-
Medina et al. (2016) demostraron el sinergismo
existente entre los compuestos sulfurados disulfuro
de dibencilo y trisulfuro de dibencilo, los cuales
son los responsables de la actividad acaricida de la
especie P. alliacea para el control de R. microplus
resistentes a acaricidas, provocando en las larvas
una alta mortalidad y en las adultas una alta
inhibicion de la eclosion de huevos. De acuerdo a
lo citado anteriormente los compuestos aromaticos
de P. alliacea resultan ser una buena alternativa
para el control de R. microplus resistentes a
acaricidas; sin embargo, no existen reportes sobre
histopatologia que evalGen el efecto de estos
compuestos en el sistema reproductor de R,
microplus. Por lo anterior, el presente estudio
evalué el efecto en el proceso de ovogenesis de
garrapatas tratadas previamente con la mezcla de
compuestos bencilsulfurados y Trans 9- metil éster
de &cido octadecenoico [MEAD]; para determinar
el posible mecanismo de accidn que ejercen dichos
compuestos para el control de R. microplus
resistentes a acaricidas.
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MATERIALES Y METODOS
Lugar de estudio

El trabajo se realizd en el estado de Yucatan,
México el cual presenta un clima de tipo Aw
(célido-subhiimedo), la temperatura media anual es
de aproximadamente 26°C con variaciones de
16.2° a 35.6° C. La precipitacién pluvial anual
fluctda entre 500 y 1,100 mm (INEGI, 2010).

Compuestos quimicos empleados y mezclas
realizadas

Se usaron dos grupos de compuestos quimicos
obtenidos  comercialmente, a) aromaticos
(Disulfuro de dibencilo [DDB] vy trisulfuro de
dibencilo [TDB]), y b) &cidos grasos (Trans 9-
metil éster de &cido octadecenoico [MEAD]), todos
de la marca Sigma-Aldrich, México. Un estudio
previo (Arceo-Medina et al., 2016), demostrd que
las mezclas TDB+DDB y TDB+DDB+MEAD
fueron las que obtuvieron la més alta actividad en
mortalidad (33% y 32%, respectivamente) e
inhibicion de la eclosion (97.7% y 92.2%,
respectivamente) por lo cual fueron seleccionadas
estas mezclas en el presente estudio para ser
evaluadas al 1% de concentracion.

Obtencién y manejo de garrapatas

Se utilizaron garrapata R. microplus colectadas de
un rancho bovino productor de leche del estado de
Yucatan, Meéxico que fueron previamente
identificadas como resistentes al amitraz,
cipermetrinay a la ivermectina (Rodriguez-vivas et
al., 2006; Alegria-Lopez et al., 2015). En el rancho
se utilizaron 10 bovinos para hacer la colecta de al
menos cuatro garrapatas adultas repletas de R.
microplus de cada animal. Las garrapatas repletas
fueron lavadas con agua y solucién de hipoclorito
de sodio al 0.05%, para ser colocadas en cajas de
Petri para iniciar el proceso de la oviposicion. Las
cajas de Petri fueron depositadas en una camara
himeda (80-90% de humedad a temperatura
controlada de 27 + 2°C). Dos semanas después los
huevos fueron transferidos a viales de cristal y
tapados con algoddn, para ser sometidos a las
mismas condiciones sefialadas previamente.
Quince dias después se obtuvieron las larvas y se
esper0 hasta 14 dias post eclosiéon. Las larvas
fueron usadas para infestar artificialmente a un
bovino (del mismo rancho) libre de garrapatas,
siguiendo la técnica descrita por Fragoso et al.
(1999). EIl bovino permanecié en una instalacion
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libre de garrapatas y se le aplicé 1 g de larvas. Al
dia 21 post-infestacion se obtuvieron garrapatas
adultas repletas que fueron utilizadas para la prueba
de inmersidn de adultas.

Prueba de inmersion en garrapatas adultas

Para determinar la actividad acaricida de los
compuestos contra garrapatas adultas, se utilizé la
metodologia descrita por Arceo-Medina et al.
(2016). Los compuestos comerciales TDB y DDB,
se diluyeron al 3.3% en etanol absoluto para
obtener una concentracion final del 1%. En el caso
del compuesto MEAD, comercialmente se
encontraba diluido al 1% en heptano. Para los
bioensayos se utilizaron como  diluyentes
adicionales etanol, agua y Triton X100, obteniendo
una solucién final del 1% en agua destilada (Et-
TX1%) (Para obtener una concentracion final al
1% se tom6 150pl de cada compuesto concentrado
al 3.3% y se diluyd en 350 pl de Et-TX1%).

Para evaluar la actividad acaricida de las mezclas
(TDB+DDB y TDB+DDB+MEAD) de los
compuestos se utilizaron las mismas proporciones
de los compuestos identificados en el tallo de P.
alliacea por Rosado-Aguilar et al. (2010b): TDB
(63.1%), DDB (32.5%) y MEAD (0.7%). En cada
bioensayo se uséd Et-TX1% como control.

Del bovino infestado artificialmente se colectaron
garrapatas adultas repletas, seleccionando aquellas
con peso de 220mg+40. Se escogieron 135
garrapatas que fueron asignadas a tres grupos de 15
garrapatas (repeticiones) para cada tratamiento
(TDB+DDB y TDB+DDB+MEAD) vy el control
(Et-TX1%).

Los grupos tratados (mezclas al 1% de
concentracion) y controles fueron sumergidos por
1 minuto en viales de cristal de 3 ml, siendo
colocadas de manera individual las garrapatas
adultas en camaras de cultivo de 24 pozos e
incubadas por 15 dias, manteniendo una
temperatura a 28 £2°C, con una humedad relativa
del 80%, para permitir la oviposicion de las
garrapatas (Cen-Aguilar et al., 1998; Rosado-
Aguilar et al., 2010b; Arceo-Medina et al., 2016).
La tasa de mortalidad se registr6 diariamente
contando las garrapatas muertas. Se considerd
como garrapatas muertas aquellas que presentaron
oscuridad cuticular, asi como falta de movimiento
en los tubos de malphigui y lesiones cutaneas
hemorragicas. Al dia 15 post-tratamiento se
procedio a recolectar y pesar el conjunto de huevos
ovipositados por las hembras de cada grupo
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tratado, seleccionando de manera aleatoria 100
huevos que fueron colocados en viales de vidrio de
25 mm x 95 mm, sometiéndolos a las mismas
condiciones de temperatura y humedad sefialadas
previamente. Durante 21 dias se observaron los
viales y las tasas de eclosion de los diferentes
tratamientos y controles. La inhibicion de
oviposicion y eclosién fueron determinados para
todos los grupos tratados en relacion a los controles
(Rodriguez-Vivas y Cob, 2005; Rosado-Aguilar et
al., 2010b). La eficacia acaricida fue clasificada de
la siguiente manera: alta eficacia (86-100%);
relativamente alta eficacia (71-85%); moderada
eficacia (56-70%); baja eficacia (31-55%); vy
eficacia no significativa (0-30%) (Rosado-Aguilar
et al., 2010a; Arceo-Medina et al., 2016).

Formula de inhibicion de la oviposicion
(Rodriguez-Vivas y Cob, 2005):

PHGT - PhGT

PHGC - PhGC (100)
PHGT: Peso de hembras de grupo tratado. PHGC:
Peso de hembras de grupo control

PhGT: Peso de huevos de grupo tratado.  PhGC:
Peso de huevos de grupo control

Formula de Inhibicion de la eclosion (Rodriguez-
Vivas y Cob, 2005):

100 - | Numero de larvas eclosionadas por grupo
Numero de huevos totales por grupo

Andlisis histopatolégico

Antes de la extraccion de los Uteros, las hembras
fueron congeladas a -5 °C durante 5 min. Para
observar y documentar los cambios en las
estructuras internas durante el proceso de
oviposicion, se recolectaron muestras de los
ovarios 72 h, 120 h y 180 h una vez iniciada la
oviposicion. La diseccion y extraccion de los
ovarios se realizd bajo un estereomicroscopio
(Leica®), utilizando una solucién PBS (solucion
salina tamponada con fosfato, pH 7.4) (Souza et al.,
2013).

Cada muestra se fijo en solucién de FAA durante
48 h y se mantuvo a 4 ° C, se enjuagd con agua
destilada y se deshidrat6 con etanol (30, 50, 70, 85,
96 y 100%, v / v).

Antes de aumentar la concentracion de etanol, cada
tratamiento se repitié dos veces, con una nueva
solucién (Catzin et al., 2014). Las muestras se
embebieron en resina (hidroxietilmetacrilato) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante (Kit
JB-A, Polyscience). Se cortaron secciones
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longitudinales (5 um de espesor) con un micr6tomo
y se tifieron durante 20 minutos con el reactivo de
azul de toluidina. Luego las muestras se enjuagaron
con agua destilada dos veces (Catzin et al., 2014).
La observacion y el andlisis de las estructuras se
llevaron a cabo con un microscopio Olympus
(BX42) provisto de un sistema &ptico UIS2,
movimiento vertical del foco, una fuente de luz
LED de alta reproducibilidad de color y un
condensador Abbe (NA 1.1) para 4 x 100 x y se
fotografié con una camara digital. El estudio se
realiz6 en cada una de las muestras recolectadas de
los tres tratamientos. Los ovocitos | a V de cada
campo seleccionado se clasificaron primero de
acuerdo con las fases descritas por Saito et al.
(2005). Las observaciones y los dafios encontrados
por las mezclas de compuestos sobre los ovocitos,
se registraron con base en la caracterizacion de las
etapas de la ovogénesis (Saito et al., 2005).

Andlisis de resultados

Se realiz6 ANOVA simple para comparar los
porcentajes de mortalidad, inhibicion oviposicion e
inhibicion de eclosion de ambos tratamientos con
el grupo control utilizando el programa
STHATGRAPHICS PLUS.

RESULTADOS
Macroscopicos

En el cuadro 1 se presenta la mortalidad y los
porcentajes de la inhibicidon de la oviposicion y
eclosion. Se observa que ninguna de las dos
mezclas (TDB+DDB y TDB+DDB+MEAD)
presentd mortalidades significativas (26 y 23%
respectivamente) en garrapatas adultas. En
inhibicion de la oviposicion las mezclas
demostraron alta (86%) y relativamente alta
eficacia (80%), respectivamente (15 dias post-
tratamiento). Sin embargo, presentaron eficacia no
significativa (7%) y moderada (57.3%) en el
porcentaje de inhibicién de la eclosiéon (21 dias
post-oviposicion), respectivamente.

Microscopicos

En la observacion simple al estereoscopio de los
huevos de R. microplus tratadas con los
compuestos quimicos estudiados, se verifico que
los huevos tratados con ambas mezclas
(DDB+TDB y DDB+TDB+MEAD) presentaron
un aspecto oscuro, Seco, Opaco Yy eran menos
adherentes en comparacion con los grupos no
tratados.
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Cuadro 1. Mortalidad, porcentaje de inhibicién de la oviposicion y porcentaje de inhibicién de la eclosion
mezclas de compuestos aromaticos y acidos grasos contra hembras repletas de Rhipicephalus microplus.

Mezcla de compuestos % Mortalidad % IOVP % IE
CONTROL 0.0£0.0 5.6+4.8 7.38+3
DDB+TDB 26.4+9.8* 85.6+3.7* 7.0£2.0
DDB+TDB+MEAD 23.2+7.6* 80.3+6.8* 57.0+4.0*

DDB: disulfuro de dibencilo, TDB: trisulfuro de dibencilo, MEAD: metil ester de acido octadecenoico. IOVP=
inhibicidn de oviposicion , IE= Inhibicion de eclosion *Existen diferencias significativas entre las mezclas de

compuestos evaluados y grupo control (p< 0.05).

Los ovarios analizados por el grupo control estaban
formados por una pared de células epiteliales que a
su vez presentan un lumen, el cual atraviesa el
ovario en direccion longitudinal. Las células de
esta pared son pequefias y tienen un ndcleo con una
forma redondeada (fig. 1a-c).

En los grupos control, las células del pedicelo no
presentaron deformidades o alteraciones aparentes,
también se observd la presencia de nucleos bien
definidos en comparacion con los grupos tratados,
los cuales mostraron lisis celular y presencia de
espacios vacios (Figura 1y 2).

Las garrapatas sometidas a inmersién en la mezcla
de compuestos bencilsulfurados (1%) asi como la
combinacion con MEAD mostraron cambios en la
estructura normal de sus ovocitos: alteraciones
morfoldgicas que aparecen como masas celulares
deformes y heterogéneas.

Se observan varias etapas de desarrollo
encontrando ovocitos en etapas (I-V) en la pared
del ovario, sin embargo, solo los ovocitos en las
primeras etapas (I — Ill) se unen a la pared
mediante células que forman la estructura del
pedicelo (Figura. 1, 2). Es posible observar que en
ovocitos con desarrollo normal, (grupo de control),
las células pedicelo estan intactas (Fig. 1A).

En hembras expuestas a las mezclas de grupos
tratados se observa que estas células del pedicelo
pierden sus nlcleos (Fig. 2G), también se
observaron ovocitos en estadios | y Il los cuales
presentaban una vesicula germinal con dos
nucléolos (Fig. 2G).

Se encontraron nucléolos tefiidos con forma de
anillo y otras alteraciones en los ovocitos expuestos
a la mezcla de compuestos bencilsulfurados al 1%
(Fig. 2H).

Con respecto a la mezcla de bencilsulfurados y
MEAD no se encontraron diferencias significativas
al compararse con la mezcla binaria de sulfurados
(DDB+TDB), encontrando lesiones similares en

ambos grupos tratados. Sin embargo, si se encontr
mayor presencia de ovocitos en etapas IV y V, con
respecto a la combinacion binaria de
bencilsulfurados.

Los ovocitos en los estadios IV y V de los grupos
control mostraron granulos de yema distribuidos
uniformemente, haciéndolos méas grandes en
comparacion con las etapas iniciales. Estos
ovocitos maduros estan rodeados por el corion, una
membrana acelular gruesa; en grupos expuestos a
la mezcla de bencilsulfurados, se observaron
pliegues y deformaciones en toda su longitud (Fig.
2A y F); dichos ovocitos mostraron citoplasma
vacuolado con una ocupacion frecuente de los
espacios en el citoplasma (vacuolas) localizados en
o0 alrededor de la vesicula germinal (Fig. 2D); se
observd la ruptura y formacién incompleta de
ovocitos IV y V (Figura. 2 B, C).

DISCUSION

Petiveria alliacea es capaz de sintetizar diferentes
derivados de azufre, entre ellos trisulfuro de
dibencilo que podrian ser empleados como
marcadores quimiotaxonémicos de esta planta.
Este tipo de metabolitos se encuentran en la planta
entera (hojas, tallos, raices y flores) (Kubec, 2001).
Este compuesto ha sido reportado Unicamente en P.
alliacea sin que exista otro reporte de su presencia
en otras plantas, ni siquiera en aquellas de la familia
Phytolaccaceae (Mufioz, 2011). Datos compilados
por Williams et al. (2007) revelaron que el
compuesto trisulfuro de dibencilo y sus derivados,
podrian tener extraordinario interés farmacéutico.
Si bien los compuestos bencilsulfurados empleados
en el presente trabajo no presentan actividad
sobresaliente en garrapatas adultas, éstos poseen un
marcado efecto en la inhibicion de la ovoposicion,
que resulta interesante para fines de uso comercial
y control de R. microplus(Rosado-Aguilar et al.,
2010b; Arceo Medina et al., 2016); sin embargo,
presenta una actividad acaricida no significativa
con respecto a la mortalidad de garrapatas adultas
(Arceo-Medina et al., 2016).
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Figura 1. Cortes hiétolégicos de ovarios de Rhipicephalus microplus no tratados (grupo control) tefiidas

con azul de toluidina grupo control 40x: (A) ovocitos en varias etapas de maduracion; (B) ovocito | , 1l1;
(C) ovacito 111, IV. ch = coridn; gv = vesicula germinal, pe=pedicelo, ec=epitelio ovarico

Los principales cambios observados del efecto de
la mezcla de compuestos bencilsufurados y acidos
grasos en el presente estudio fueron las
deformidades celulares presentes en los grupos
tratados. Al analizar ambos grupos tratados, las
lesiones en los grupos fueron similares,
posiblemente al mayor predominio de los
bencilsulfurados en ambas mezclas. Sin embargo,
se observé una presencia mayor de ovocitos en
etapas finales (IV y V) en la mezcla de
DDT+TDB+MEAD, lo cual podria deberse a
efectos antagonistas por parte del MEAD, al
presentar menor porcentaje en inhibicion de la
eclosion con respecto al grupo DDB+TDB. Esto
concuerda con resultados previos realizados por
Arceo Medina et al. (2016), quienes observaron
gue la combinacién de metil ester de &cido
hexadecanoico  (palmitico) 'y  compuestos
sulfurados ocasionaba reduccién en la actividad
larvicida en un 30%. Dicho efecto se le atribuye a
la pérdida de unién de los compuestos debido a una

alteracién entre los puentes de sulfuro (Résner et
al.,2001).

Al comparar los porcentajes de eclosién podemos
observar que la mezcla DDB+TDB+MEAD,
presenta mayores porcentajes en IE, por lo que el
efecto del acido graso pudiera ser en el érgano de
GENE, més que en el ovario en si. Una de las
alteraciones observadas en todos los ovocitos fue la
vacuolizacién; de acuerdo a lo reportado por
Arnost et al. (2011) esta alteracidn es un intento por
parte de la célula para aislar algin agente o
sustancia téxica o incluso el citoplasma que haya
sido dafiado por la accién del compuesto para poder
continuar con su proceso metabolico.

El efecto toxico observado en ovocitos y
estructuras celulares cercanas también se ha
observado en otros estudios con plantas; Souza et
al. (2013) y Barbosa et al. (2016) utilizando
técnicas similares a las empleadas en el presente
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estudio, evaluaron los cambios producidos por
extractos de Guarea kunthiana y Melia azedarach
sobre el proceso en la ovogénesis de R. microplus
y observaron  efectos inhibitorios sobre los
ovocitos, lo que les impedia continuar con su
proceso de desarrollo, asi como dafios
morfolégicos en las células tales como la
vacuolizacién,  desorganizacion  celular 'y
deformacion, hallazgos similares a los encontrados
en el presente estudio.

En otro estudio realizado por Denardi et al., (2011)
se evaluaron los extractos acuosos provenientes de
la planta del neem (Azadirachta indica) a
concentraciones del 10 y el 20%, presentando
actividad acaricida no significativa sobre
garrapatas adultas de R. sanguineus, coincidiendo
con los resultados encontrados en este estudio con
R. microplus; sin embargo, estos autores reportaron
gue la concentracion del 10% provoca alteraciones
morfolégicas en las células germinales tales como
la aparicion de zonas de vacuolizacion
citopldsmica con consiguiente fragmentacién de las
vesiculas germinales, incluso en aquellos ovocitos
en etapas iniciales de desarrollo (I- Il1). En los
ovocitos en etapas finales de desarrollo (IV-V) la
azadiractina afect6 la produccion y la deposicion de
elementos proteicos y polisacéridos que son parte
de la yema de los ovocitos, esto podria explicar el
aspecto oscuro, seco y opaco de los huevos
observados en nuestro estudio.

Otro de los cambios observados en la
histopatologia del presente estudio fue el
engrosamiento y la desorganizacion presentada por
el corion de los ovocitos en los grupos tratados con
compuestos bencilsulfurados y MEAD, de acuerdo
con Saito et al., (2005) este material sirve como una
barrera protectora contra situaciones adversas,
como desecacion, choques mecanicos, depredacion
y cambios en la humedad y la temperatura. Konig
et al., 2019 mencionan la presencia de microporos
en el corion, lo que permite la oxigenacion del
embrion. De acuerdo a diversos autores la
presencia de un corion mas grueso en comparacion
con el grupo control, puede estar relacionado como
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un medio de respuesta protectora contra sustancias
extrafias por parte de los ovocitos tratados lo que
perjudicaria la supervivencia del embrién al
interferir en el intercambio de gases (Arnosti et al.,
2011; Barbosa et al., 2016; Konig et al., 2019).

Barbosa et al., (2016), observaron que el 3-B-O-
tigloilmelianol presente en Guarea kunthiana
posee efectos sobre la oviposicion; sin embargo,
presenta poca efectividad sobre mortalidad larval,
lo cual puede ser asociado a que el principal
mecanismo de accién involucra al sistema
endocrino de garrapatas. Los limonoides vy
protolimonoides presentes en esta planta, actdan
sobre el sistema endocrino de los insectos al
interferir con la vitelogénesis y al alterar el
crecimiento y el proceso de ecdisis, ademas de
otros efectos perjudiciales (Miguita et al., 2015).
Barbosa et al., (2016) menciona que la regulacion
de la muda larval y el inicio de la metamorfosis
implica un equilibrio entre los ecdisteroides y las
hormonas juveniles (HJ). Sin embargo, en las
garrapatas no hay evidencia de hormonas juveniles
en general, por lo que se desconoce el posible papel
de las hormonas en la regulacion del desarrollo
larvario/ninfal y la metamorfosis. En la mayoria de
los insectos que se han estudiado, las HJ también
parecen ser la hormona gonadotrdpica femenina
(Barbosa et al., 2016); sin embargo, en las
garrapatas, la reproduccion y la embriogénesis
estan reguladas por las hormonas ecdisteroides
(Roe et al., 2014).

CONCLUSION

Se concluye que los compuestos sulfurados
(Disulfuro de dibencilo [DDB] y trisulfuro de
dibencilo [TDB]), asi como el Trans 9- metil éster
de acido octadecenoico [MEAD] ejercen efecto
sobre el proceso de ovogénesis en el ciclo biolégico
de R. microplus, lo cual resulta prometedor para el
control de este ectoparasito. Este es el primer
estudio en evaluar las alteraciones morfoldgicas e
histolégicas sobre ovarios de garrapatas R.
microplus al emplear compuestos bencilsulfurados
presentes en P. alliacea.
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Figura 2. Cortes histoldgicos de ovarios de Rhipicephalus microplus tratados con disulfuro de dibencilo y

trisulfuro de dibencilo 40x A) Ovocitos IV y V., presencia de coridn irregular y forma irregular (flecha); B)

forma irregular de ovocito 1V; C) y D) Presencia de zonas de vacuolizacion , E,G H) ovocitos en diferentes

etapas etapas I,11 y 11 F) Ovocito V con presencia de corion irregular va= vacuolizacién. ch = corién; gv =
vesicula germinal, pe=pedicelo, ec=epitelio ovarico
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