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RESUMO

objetivo deste estudo foi avaliar o efeito in vitro do extrato aquoso, extrato

hidroalcodlico, extrato hidroalcodlico concentrado e dleo essencial de citronela

(Cymbopogon wynterianus) sobre larvas e teledginas de Riphicephalus (Boophilus)
microplus. Os extratos foram preparados de folhas secas de citronela. Para realizar os testes
com as larvas foram utilizadas seis concentragdes (3,12; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100%) de cada
extrato, além dos grupos controle. A sensibilidade das teleéginas aos extratos foi testada
utilizando o Teste de Drummond (biocarrapaticidograma), sendo utilizados no teste: extrato
aquoso a 100%, extrato hidroalcodlico a 100%, extrato hidroalcodlico concentrado a 50% e
Oleo essencial nas concentracdes de 6,25; 12,5 e 25%. As teledginas também foram testadas
frente a trés produtos comerciais disponiveis no mercado. Os resultados indicaram que a
citronela tem acdo acaricida, principalmente, quando utilizada na forma de éleo essencial,
pois a partir da concentracdo de 12,5% foi capaz de causar 100% de mortalidade larval, e a
25% demonstrou indice de eficacia de 100% no teste com teledginas, resultado superior ao
observado com os produtos comerciais testados. Conclui-se que citronela, na forma de 6leo
essencial, foi eficaz no controle de Riphicephalus (Boophilus) microplus nas condi¢cGes deste
experimento.

Palavras-chave: Fitoterapia. Acaricida. Controle do carrapato bovino.
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INTRODUCAO

O carrapato bovino Rhipichephalus (Boophilus) microplus é uma das cinco espécies do
género, sendo a mais difundida e a Unica encontrada no Brasil. Essa espécie de artrépode
possui ampla distribuicdo mundial, ocorrendo entre os paralelos 32° N e 32° S. R. (B.)
microplus tem destacada importancia nos paises da América Latina, Africa e Oceania. No
Brasil, esse carrapato foi introduzido com o gado bovino trazido pelos primeiros
colonizadores e atualmente encontra-se distribuido em todos os estados brasileiros

(GUIMARAES et al., 2001).

As principais perdas econ6micas causadas pelo carrapato sdao diminui¢do na producdo de
carne e de leite; morte do animal, devido a transmissdo de patdgenos (GONZALES, 2003;
MARTINS, 2006), e lesdes na pele dos animais, que favorecem o aparecimento de infec¢des
secundarias como miiases cutadneas, resultando na depreciacdo do couro. Além dessas
perdas, somam-se gastos com tratamentos quimicos, que embora tenham se mostrado
efetivos no controle dos parasitos, favorecem o desenvolvimento de populagées resistentes

(FURLONG, 2004).

No Rio Grande do Sul, estima-se que os produtores perdem cerca de 70 milhdes de ddlares
anualmente, somente considerando a producdo de carne. Os gastos com agroquimicos para
o controle e profilaxia do carrapato e de miiases podem ultrapassar 190 milhdes de délares
por ano. No Brasil, o prejuizo anual do parasitismo do R. (B.) microplus pode alcancar 1,8

bilhdes de délares/ano (CORDOVES, 1999; GRISI, et. al., 2002; VERISSIMO, 1993).

Atualmente, o fator relevante é o desenvolvimento da resisténcia dos carrapatos aos
acaricidas; fato causado, tanto pelo uso constante dos carrapaticidas, como pelo manejo
incorreto no controle do carrapato, que muitas vezes nao leva em consideragdo sua
epidemiologia. O controle estratégico aumentaria a eficiéncia e a vida util dos produtos

(FARIAS et al., 2008; ROCHA et al., 2006; SANTOS et al., 2009).

Outras questdes preocupantes sao a possibilidade dos produtos convencionais deixarem
residuos no leite e na carne, assim como contaminarem o solo, acarretando o exterminio de
outros acaros ndo parasitos. Esses fatores sdao de grande relevancia na atualidade, em que

alimentos mais sauddveis e praticas que reduzam os impactos ambientais sdo muito
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valorizadas pelo consumidor. Ademais, pesquisas demonstram a intoxicacdo de animais
submetidos a consecutivos banhos com acaricidas quimicos que, somados ao estresse fisico

do tratamento, predispdem os bovinos a outras enfermidades (CLARK; SANCHEZ, 1982).

Dentro desse contexto, a fitoterapia surge como alternativa por minimizar o
desenvolvimento de resisténcia pelos carrapatos, além de ser biodegradavel, ndo poluente,

e possuir menor poder residual (CHAGAS et al., 2002).

Dentre as plantas com propriedades fitoterapicas, destaca-se a citronela (Cymbopogon
wynterianus), cuja eficacia tem sido descrita na literatura como inibidora de fungos (DIKSHIT;
HUSAIN, 1984; SARBHQY, 1978) e de nematdédeos (SANGWIN, 1985), além da comprovada
eficiéncia no controle de insetos, como a mosca-do-chifre (ALVES-BRANCO, 2000). Além
disso, alguns estudos comprovam a atividade acaricida desta planta sobre R. (B.) microplus

(MARTINS, 2006; OLIVO et al. 2008).

Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar a a¢ao da citronela, em diferentes
extratos e concentracdes, sobre larvas e teledginas de R. (B.) microplus através de

experimentacao in vitro.

MATERIAL E METODOS
Obtencao dos extratos de citronela

As partes aéreas da citronela (C. wynterianus) foram coletadas em uma propriedade no
municipio de Capdo do Ledo, Rio Grande do Sul. As extracdes foram realizadas no
Laboratério de Fitoquimica do Instituto de Quimica da UFPEL, onde as partes coletadas

foram secas em estufa de circulagdo de ar por 72 horas a 37 °C.

O extrato aquoso foi obtido através da infusdo de 10 g de planta seca em 150 mL de agua

destilada a temperatura de 65 a 70 °C por 1 hora.

O extrato hidroalcodlico foi obtido a partir de 50 g de citronela seca em 500 mL de uma
solucdo de etanol/agua (90%). A mistura ficou em Banho Maria de dleo por sete dias e

agitacdo constante (40 ciclos por minuto) a uma temperatura de 37 °C. Apds esse periodo foi
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separado 100 mL do extrato hidroalcodlico, e o restante da mistura foi colocado em
evaporador rotativo para a retirada do alcool, e desta forma obter o extrato hidroalcodlico

concentrado.

Para a obtengdo do 6leo essencial, 70 g da planta foram misturados em 1500 mL de agua
Milli-Q, e submetidos a quatro extracdes utilizando-se aparelho de Clevenger, com tempo de
refluxo de cinco horas. O produto final foi separado da agua e seco com sulfato de sddio

anidro.

Foi realizada analise cromatografica do extrato oleoso para identificacdo dos constituintes

quimicos.

Teste com larvas

Para a obtencdo de larvas de R. (B.) microplus, teledginas de mais de 10 bovinos, de uma
propriedade rural do municipio de Piratini, Rio Grande do Sul, naturalmente infestados, que
ndo haviam recebido tratamento acaricida ha mais de 30 dias, foram coletadas e
encaminhadas para o Laboratdrio de Doencas Parasitarias da Faculdade de Veterinaria da
UFPEL. No laboratério, as teledginas foram lavadas e colocadas em placas de Petri, sendo
incubadas em estufa B.O.D. a 27 °C com umidade relativa >70% para ovipostura. No 152 dia
de postura, os ovos foram transferidos para tubos de ensaio para eclosdo larval. Larvas entre
10 e 20 dias de vida foram submetidas, em duplicata, ao teste de imersao de larvas, segundo
a metodologia descrita por Sabatini et al. (2001), modificada para microtubo tipo
Eppendorf®, sendo imersas por cinco minutos, nas concentracdes de 0,0; 3,12; 6,25; 12,5;
25; 50 e 100% em cada tipo de extrato (aquoso, hidroalcodlico, hidroalcodlico concentrado e
Oleo essencial). Nos controles, as larvas foram submetidas aos diluentes dos respectivos

extratos (dgua ou alcool).

Apds a imersdo, as larvas foram removidas com o auxilio de pincel com cerdas macias em
aliqguotas de 100 individuos. As larvas foram secas com o auxilio de papel absorvente e
colocadas em envelopes de papel filtro. Os envelopes foram fechados e acondicionados em

potes plasticos identificados de acordo com a concentracdo e o extrato utilizado. As larvas
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foram incubadas em estufa B.0.D. a 27 °C (+ 1 °C) com umidade relativa superior a 75%,
durante 24 horas. Posteriormente, as larvas foram observadas, contadas e calculados os

percentuais de mortalidade e média aritmética dos resultados obtidos nas duplicadas.

Teste com teledginas

Teledginas de R. (B.) microplus foram lavadas e secas em papel absorvente e dividas em
grupos de dez individuos, com peso médio de 2,42 g (+ 0,02). As teledginas foram
submetidas ao biocarrapaticidograma, Teste de Drummond modificado (DRUMMOND et al.,
1973), no Laboratério de Doengas Parasitarias da Faculdade de Veterindria (UFPEL). O
extrato aquoso e o extrato hidroalcodlico foram testados a 100% de concentragdo. O extrato
hidroalcodlico concentrado foi diluido em alcool etilico a 50%, assim como o éleo essencial,
que foi diluido a 6,25, 12,5 e 25%. Além disso, foram utilizados grupos controles imersos em
agua e em alcool etilico de acordo com o diluente dos extratos, sendo que todos os grupos

foram testados em duplicata.

As teledginas também foram submetidas ao Teste de Drummond modificado, com produtos
comerciais, sendo utilizadas formula¢des a base de amitraz, cipermetrina, e associacdo de
cipermetrina + clorpirifds + citronelal, na diluicdo recomendada pelo Laboratério fabricante

de cada farmaco.

Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do programa Statistix 9.0. A andlise dos
resultados dos testes com larvas foi avaliada pelo Teste do Qui-quadrado. A avaliacdo dos
testes com teledginas foi realizada pela Analise de Varidancia e comparacdo de médias com
um controle pelo método de Dunnet. Foram utilizados como controle, os produtos

comerciais.

Os indices de eficadcia reprodutiva (IR) e da eficacia (IE) foram calculados a partir das

seguintes formulas:

139




ISSN: 2318-356X SCIENCEANDANIMALHEALTH V.3 N.1JAN/JUN 2015 P. 135-149

Faculdade de Veterinaria e Programa de Pds-Gradugao em Veterindria da Universidade Federal de Pelotas

IR = Massa de ovos X % de eclosdo X 20.000

Massa das fémeas ingurgitadas

IE = (IR controle — IR tratado) X 100

IR controle

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise cromatografica do 6leo essencial da citronela demonstrou a presenca dos
monoterpenos: geraniol e citronelal, resultados também encontrados por Martins (2006) e
Torres (2010). O citronelal tem comprovada ac¢do inseticida e acaricida (CHAGAS et al.,

2002), e é utilizado pela industria, associado a outros principios ativos.

Martins (2006) estudou separadamente o citronelal, o geraniol e o citronelol, presentes no
Oleo essencial da citronela, e demonstrou a acdo acaricida superior dos dois primeiros sobre

o citronelol.

O efeito acaricida de diferentes concentracdes e extratos de citronela em testes in vitro em

larvas de R. (B.) microplus, realizados no presente estudo estdo demonstrados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Médias percentuais de mortalidade de larvas de R. (B.) microplus submetidas ao teste de
imersdao em diferentes concentragdes e extratos de C. winterianus, Pelotas, RS, 2014.

Mortalidade (%)

Concentragdo (%)/

Tioo de extrato Aquoso Hidroalcodlico Hidroalcodlico Oleo
P Conc.
Essencial
0 0 0a Oa Oa
3,12 2 43 28b 94b
6,25 8 12 3P 98¢
2 > 74° 99° 100°
>0 2 79° 100° 100°

Letras diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica (P<0,05)

A analise estatistica ndao foi aplicada sobre os resultados no extrato aquoso, pois a
variabilidade do percentual de mortalidade foi oscilante e na concentragcdao de 100% foi
capaz de matar somente 3% das larvas (Tabela 1). Isto ocorreu provavelmente porque os
principios ativos desse fitoterapico ndo sao extraidos pela agua, o que limita o uso deste tipo
de extrato pelos pequenos produtores, apesar de ser um método mais simples e menos

oneroso.

A anadlise estatistica foi realizada entre as diferentes concentracbes de um mesmo extrato,
mas nao entre os diferentes extratos. Desta forma, pode ser observado que no extrato
hidroalcodlico concentrado, o grupo controle, difere estatisticamente dos resultados
encontrados nas concentracdes de 3,12, 6,25 e 12,5%; e dos resultados obtidos nas
concentracOes de 25, 50 e 100%, indicando um aumento da mortalidade larval, com o

aumento da concentracdo do extrato (Tabela 1).
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Os resultados obtidos demonstram que o extrato hidroalcodlico concentrado e o éleo
essencial extraidos de citronela sdo promissores para o controle de carrapato R. (B.)
microplus, concordando com Martins (2006), o qual demonstrou em seu estudo,
mortalidade de 100% das larvas quando submetidas a imersao no 6leo essencial a uma
concentragdo de 5,55% e com Olivo et al. (2008) que comprovaram eficacia superior a 92%

do 6leo essencial de citronela em concentragdo de 1%.

Os resultados de diferentes extratos de citronela (C. winterianus) e de formulagdes

comerciais, sobre teledginas de R. (B.) microplus, estdo demonstrados na Tabela 2.

Tabela 2. Resultados de diferentes concentragées e extratos de C. winterianus e de trés acaricidas comerciais
sobre pardametros bioldgicos de teledginas de R. (B.) microplus apds tratamento por imers3o’ de
teledginas, Pelotas, RS, 2014.

Parametros Biologicos

Extratos e concentracbes

(%) Mortalidade Massade Eclodibilidade indice de Eficacia
(%) ovos (g) (%) (%)
Controle Agua 15 1, 244 100 -
Controle Alcool 15 1,132 100 -
Aquoso 100 20%° 1,073 100" 0°
Hidroalcodlico 100 15°¢ 1,649 80° 10°
Hidroalcodlico 65 0,405° 95°° 63
concentrado 50
Oleo essencial 6,25 60°° 0,230° 357 80°
Oleo essencial 12,5 65%° 0,259° 22° 91°
Oleo essencial 25 90? 0,048° 5° 100°
Amitraz 10%° 1,292° 88° 0°
Cipermetrina 30% 1,051° 95° 11°
Ciper+clorpirifds+citronelal 75%° 0,259° 20° 93°

1. Teste de Drummond et al., 1973, modificado.
Letras diferentes nas colunas indicam diferenga estatistica (P<0,05).
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O Teste de Drummond modificado demonstrou que o extrato aquoso foi pouco eficaz sobre
as teledginas ingurgitadas de R. (B.) microplus, (Tabela 2), possivelmente pelo mesmo

motivo de seu fraco desempenho no teste com as larvas (Tabela 1).

O extrato hidroalcodlico a 100% demonstrou um indice de eficacia de 10%, sugerindo que o
alcool ndo foi capaz de extrair e/ou reter o principio ativo do fitoterdpico. Baixos indices de
eficacia em extrato hidroalcodlico de citronela foram relatados por Broglio-Micheletti et al.
(2009) que demonstraram eficacia de apenas 18,35%, utilizando o Teste de Drummond com

extrato hidroalcodlico de C. citratus a 2%.

Os resultados do uso de dleo essencial da citronela (Tabela 2) demonstraram que a
mortalidade foi crescente de acordo com o aumento da concentragao, variando entre 60 e
90%, enquanto que o percentual de eclodibilidade teve uma relagdo inversa a concentracao.
O melhor efeito acaricida da citronela foi observado com o dleo essencial, provavelmente
porque o principio ativo citronelal fica retido principalmente na porcdo oleosa da planta. A
eficacia do dleo de citronela sobre R. (B.) microplus, ja foi descrita por Martins (2006) e Olivo

et al. (2008).

A eficacia desse fitoterapico ja foi descrita também por Chungsamarnyart e Jiwajinda (1992)
que, ao utilizarem o dleo de citronela a 12,5; 8,3 e 7,1% diluido em etanol, verificaram agao
larvicida de 95,7; 92,7 e 58,1%, respectivamente. Ao avaliarem 6leo de C. winterianus, estes
autores demonstraram eficiéncia de 50% no controle de teledginas e larvas, nas

concentracdes de 6,1 e 4,1%, respectivamente.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 2, o indice de eficacia do produto
comercial a base de amitraz foi de 0%, sugerindo que a populacdo de carrapato estudada
apresenta resisténcia a esse principio ativo, conforme ja descrito na regido sul do Rio Grande
do Sul por Farias et al. (2008) e Santos et al. (2008). A populacdo de teledginas testadas
também demonstrou resisténcia a cipermetrina, confirmando os dados descritos por Farias
et al. (2008). No entanto, em teste com produto com associacdo de cipermetrina +
clorpirifés + citroneal a 1% (principio ativo da citronela), os autores observaram eficacia

superior a 90%.
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De acordo com a andlise estatistica (Tabela 2), os resultados do 6leo essencial de citronela
nas concentragdes de 6,25; 12,5 e 25% ndo diferiram do controle positivo (produto
comercial a base de cipermetrina + clorpirifés + citronelal) em relacdo a eclodibilidade e
indice de eficacia, indicando que este extrato é eficaz como acaricida. Em comparagao com o
controle negativo (Cipermetrina) verificou-se que a mortalidade difere estatisticamente

somente na concentragdo de 25% (Tabela 2).

O indice de eficacia, do extrato aquoso a 100% e o extrato hidroalcodlico de citronela a
100%, ndo demonstraram diferenca estatistica significativa em relagdo ao controle negativo,
nao sendo eficaz para o controle de teledginas dessa populagdo de carrapatos, o que ja havia

sido observado no teste com larvas (Tabela 1).

Considerando a andlise dos dados em relagdo ao amitraz (controle negativo), observou-se
gue o extrato aquoso 100% e o extrato hidroalcodlico de citronela 100%, apresentaram os
parametros bioldgicos (percentuais de mortalidade, massa de ovos, eclodibilidade e indice
de eficdcia), estatisticamente significativos (p<0,05) (Tabela 2). Portanto, ineficazes para o

controle desse ectoparasita, assim como, demonstrou-se o amitraz (indice de Eficacia = 0).

Como demonstrado na Tabela 2, o tratamento com extrato hidroalcodlico concentrado a
50% gerou uma producdo de massa de ovos similar ao controle positivo, estatisticamente
significativo, entretanto, o indice de eficacia de 63% ndo apresentou significancia estatistica

nem com o controle positivo, nem com os negativos.

O odleo essencial de citronela a 3,12% foi capaz de matar 94% das larvas (Tabela 1) e no
dobro dessa concentracdo (6,25%) matou 80% das teledginas (Tabela 2), provavelmente
pelo fato das fémeas adultas serem naturalmente mais resistentes aos produtos que agem
por contato, e as larvas além de possuirem respiracdo cutanea, possuem a cuticula menos

espessa.

Em ambos os experimentos (Tabelas 1 e 2) foi observada uma correlacdo positiva entre
concentracdo e indice de eficiacia dos produtos, entretanto, o dleo essencial apresentou
eficiéncia significativamente maior que as demais formas de extracdo. Além disso, os
resultados da eficacia sobre as larvas sdo mais promissores, confirmando que o tratamento

preventivo desse ectoparasito, quando as fases parasitarias presentes sao larvas e ninfas, é a
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melhor estratégia de controle, pois além dessas fases serem mais sensiveis, a espoliacdo nos
bovinos causada por esses estagios é pequena, em relagdo ao volume sanguineo ingerido

por teledginas (GONZALES, 2003; SANTOS et al. 2009).

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, o 6leo essencial apresentou
resultados promissores, atingindo-se mortalidade de 60, 65 e 90% nas concentragdes de
6,25, 12,5 e 25%, respectivamente, reafirmando o que ja foi descrito por outros autores
(CHUNGSAMARNYART; JIWAJINDA, 1992; MARTINS, 2006; MARTINS; GONZALEZ, 2007;
OLIVO et al., 2008) que demonstraram a eficacia acaricida do 6leo essencial da citronela com

indices de eficacia superiores em concentragcdes menores dos que as utilizadas nesse estudo.

O efeito acaricida descrito por Martins (2006) demonstrou eficacia de 100% sobre teledginas
ao utilizar o extrato oleoso da citronela a concentragdao de 10%. Em 2007, Martins e
Gonzalez trabalhando com o d6leo essencial de C. winterianus in vivo, aplicado puro na linha
dorsal do bovino e por aspersdo na propor¢do de 1:10 diluido em dlcool, observaram que
ambos os tratamentos foram eficazes para o controle do carrapato bovino, ndo

demonstrando toxicidade aos animais.

CONCLUSAO

Os resultados apresentados demonstram que o extrato aquoso de citronela, ndo tem efeito
acaricida. Entretanto, o extrato hidroalcodlico concentrado e o d6leo da citronela (C.
winterianus) apresentaram efeito acaricida sobre larvas e teledginas da populacdo de R. (B.)
microplus testada. O 6leo essencial de C. winterianus possui geraniol e citronelal principios

ativos com agdo acaricida.

Conclui-se ainda, que o dleo essencial de citronela demonstrou eficiéncia significativa como
acaricida podendo ser intensificada a sua utilizacdo como alternativa de controle de R. (B.)

microplus.
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IN VITRO STUDY OF THE EFFECTIVENESS OF CITRONELLA (Cymbopogon
wynterianus) ON THE CATTLE TICK Rhipicephalus (Boophilus) microplus

ABSTRACT

wynterianus (citronella) aqueous extract, hydroalcoholic extract, concentrated

hydroalcoholic extract and essential oil on larvae and engorged females of
Riphicephalus (Boophilus) microplus. The extracts were obtained from dried leaves of
citronella. To perform the tests with larvae six concentrations were used (3.12, 6.25, 12.5,
25, 50 and 100%) of each extract, and the control groups. To perform the tests with
engorged female ticks aqueous extract, simple alcoholic extract at a concentration of 100%,
concentrated hydroalcoholic extract 50% and oil extract in the concentrations of 6.25, 12.5
and 25% were used. Engorged females were also tested by Drummond’s method against
commercial products available on the market. The results indicated that citronella has
acaricide action, especially when used as an essential oil, since the concentration of 12,5%
caused 100% of larval mortality. The tests with engorged females demonstrated 100% of
efficacy in the concentration of 25%. These results were better than those observed with the
commercial products. We conclude that essential oil of citronella is an effective alternative
to control Riphicephalus (Boophilus) microplus under the conditions of this experiment.

The objective of this study was to evaluate the in vitro effect of Cymbopogon

Keywords: Phytotherapy. Acaricide. Cattle tick control.

ESTUDIO IN VITRO DE LA EFICACIA DE CITRONELLA (Cymbopogon
wynterianus) SOBRE Rhipicephalus (Boophilus) microplus

RESUMEN

alcohdlico, concentrado extracto alcohdlico y aceite esencial de Cymbopogon

wynterianus (citronela) en larvas y garrapatas de Riphicephalus (Boophilus) microplus.
Los extractos se obtienen a partir de hojas secas de citronela. Para realizar las pruebas con
larvas se utilizaron seis concentraciones (3,12, 6,25, 12,5, 25, 50 y 100%) de cada extracto
ademas de los grupos de control. Para probar se utilizaron las garrapatas: extracto acuoso
100%, de extracto hidroalcohdlico 100%, de extracto hidroalcohdlico concentrd hasta 50% y
el aceite esencial en concentraciones de 6,25; 12,5 y 25%. Las garrapatas también se
testearon frente a tres productos comerciales disponibles en el mercado. Los resultados
indicaron que la citronela tiene accidn acaricida, especialmente cuando se utiliza en forma
de aceite esencial, ya que como la concentracién de 12,5% fue capaz de causar 100% de
mortalidad de las larvas, y demostréo 25% de tasa de eficacia 100 % en el ensayo con

EI objetivo de este estudio fue evaluar el efecto in vitro del extracto acuoso, extracto
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garrapatas, mayor que la observada con los productos comerciales probados. En conclusién,
citronela, en forma de aceite esencial fue eficaz en el control de Riphicephalus (Boophilus)
microplus en este experimento.

Palabras clave: Fitoterapia. Acaricida. Control de la garrapata del bovino.
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