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RESUMEN

Este capitulo trata de comparar la metodologia usada de forma rutinaria para evaluar la
actividad de agentes garrapaticidas, no adaptada a la evaluacion de extractos y productos naturales,
con metodologias desarrolladas en el contexto del proyecto CYTED P307AC0512 especificas para
la aplicacion de extractos y productos de origen botanico. En primer lugar se describen los métodos
utilizados y descritos en la bibliografia y después se describe la metodologia desarrollada y algunos
resultados obtenidos como ejemplos.

INTRODUCCION

La problematica causada por las garrapatas, en particular por la garrapata comin del
ganado, R. (B.) microplus, ya ha sido expuesta en otros capitulos de este libro (Capitulo 1). Estos
problemas ocasionan pérdidas comerciales enormes, y por ello es que el uso de acaricidas quimicos
suele ser en la mayoria de los sistemas de produccion la medida de control mas habitual (profilactica
y terapéutica) de estos ectoparasitos (Nari, 1990). Como se ha mencionado previamente, el uso de
los mismos tiene sus inconvenientes, incluyendo la aparicion de residuos tanto en carne como en
leche, asi como la produccion de efectos medioambientales adversos.

Para empeorar la situacion, la aparicion de resistencia a numerosos productos convencio-
nales parece haberse convertido en un patron. De esta manera se ha seleccionado cepas resistentes
a diferentes principios activos debido a su sobre-uso. Esta resistencia no se ha generado tnicamente
en garrapatas de un tipo, sino también se ha descrito resistencia cruzada entre acaros de distintas
especies, de acaros con insectos —p.e. H. irritans-, e incluso acaros con helmintos. (Diaz- Alonso y
col., 2006; FAO, 2004)
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0 requiere por lo tanto del desarrollo de nuevos productos. Para la obtencion
necesario tener métodos rapidos de seleccion en laboratorio, que permitan
vidad y proseguir con los estudios pertinentes. Tradicionalmente el entorno
j0s métodos recomendados por la FAO para el control de aparicion de resis-
letectar actividades. Tales métodos incluyen el llamado ensayo de paquete
) ninfas como detectores, y el protocolo derivado de los trabajos de Drummond
omo detectores a teleoginas ingurgitadas, asi como algunas modificaciones
nan incorporado.

TAL

bcion de los bioensayos disponibles. El muestreo de actividad de diferentes
atas se ha realizado aplicando ensayos de inmersion, utilizando el protocolo
paquete larvario con variaciones diversas adaptadas a diferentes principios
potencial actividad (Miller y col., 2002; Miller y col., 2007; Nolan, 1994). Los
, Paquete Larvario y el Protocolo Drummond se describen a continuacion.

b (Mortalidad sobre larvas). Se realiza en una adaptacion de la prueba de
isistencia de la FAO (1995), cuyo disefio se basa en el trabajo de Stone &
Se exponen larvas de edad conocida (14-21 dias) a los productos impreg-
2| de filtro, y se controla la mortalidad a las 24 y 48h, mediante observacion
ar. Los bioensayos se realizan en condiciones de temperatura y humedad
8°C, 70-80% HR; en general se realiza por cada dosis un minimo de 4
arvas por réplica (De Freitas y col., 2005), analizandose los resultados por

1)
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Cuadro 1. Ensayos sobre paquete larvario (Stone y Haydock, 1962)

1) Preparacion de los extractos/productos a analizar: Preparar al menos 25 mL de la
solucién a ensayar. Se recomienda utilizar soluciones acuosas, a una concentracion
inicial de 10000 ppm (esto es: 250 mg). En general se recomienda como solvente
el uso de una mezcla 2:1 de fricloroetileno y aceite de oliva. Realizar diluciones
seriadas a partir de la solucién madre.

2) Preparacion de garrapatas (larvas): Utilizar garrapatas desprendidas del ganado en
las 24 horas anteriores, con el mismo pre-tratamiento indicado en el test de Drum-
mond (Cuadro 2). Incubar las garrapatas por 14 dias, y obtener los huevos que se
colocan en tubos de eclosion e incuban. Utilizar las larvas emergidas luego de los
14 a 21 dias de incubacion.

3) Preparacion de papeles impregnados: Utilizar papel Whatman 1 (8.5 x 7.5 cm) tratado

en forma homogénea con 670 Ll de la solucién a ensayar; se espera que el solvente
se evapore y se realizan al menos 4 réplicas por tratamiento.

4) Cargar cada papel (plegado y sellado mecanicamente con clips) con 100 larvas.

5) Incubar a 27-29°C y HR>80 % por 24 horas.

6) Contar las larvas vivas (con movimiento) y muertas (quietas o incapaces de despla-
zarse). Realizar los calculos mostrados abajo, comparando contra los resultados del
control negativo. No considerar ensayos en los que el control negativo de mortalidad
mayor al 10%. Entre 5y 10% de mortalidad en el control negativo se corrige por
Abbot (Abbott, 1925). Eventualmente se puede calcular dosis letales, si se ha hecho
la curva dosis-respuesta.

N° de garrapatas muertas

% Mortalidad - * 100

N° de garrapatas totales

(% mortalidad tratamiento - % mortalidad control) .

100 % mortalidad control

% Mortalidad corregida = 100

El ensayo puede utilizarse como forma de determinar la curva dosis/respuesta; los resulta-
dos se expresan como dosis letales necesarias para matar la mitad de la poblacion (LD50),
realizandose el tratamiento estadistico por andlisis de probit (o logit de acuerdo a ajuste del
modelo). En caso de ser necesario se puede aplicar la correccién de Abbot (Abbott, 1925),
pero en principio se deberia aplicar el criterio recomendado por la FAO, en cuanto a no
considerar réplicas en donde a mortalidad del control negativo exceda el 10%.

Modificaciones de este método han sido descritas en diversos trabajos, incluyendo el

test de inmersion descrito por Shaw (1966), el test con uso de pipetas (Barnard y col.,
1981; Maupin y Piesman, 1994), el llamado test de “bolsa de té” (Fiedler, 1968) y varias
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otras modificaciones (Benavides y Romero, 2000; Mekonnen y col., 2003; Roberts y col.,
1980; Sabatini y col., 2001; Schnitzerling y col., 1983). Asimismo, también se ha descrito
recientemente microensayos de inmersiénpara larvas, como alternativa para muestrear
rapidamente numerosos productos (Ferraz y col., 2010; Hunter White y col., 2004; Lovis y
col., 2011; White y col., 2004).

Por dltimo, se ha descrito otro método que consiste en recubrir un vial (4-Dram) con dife-
rentes concentraciones del extracto/producto a ensayar (1.28-0.08 pug/cmz2). Para ello, se
toman diez ninfas sin alimentar/vial (50/ensayo), se mantienen 24h, transcurridas las cuales
se determina la mortalidad (Flor-Weiler y col., 2011).

* Protocolo Drummond (Toxicidad sobre teleoginas por inmersion). Se realiza en base a
la prueba disefiada por Drummond y col., (1967) (Drummond y col., 1967 (citado en Diaz-
Alonso y col. 2006); Drummond y col., 1973), segiin modificaciones propuestas (Alvarez
y col., 2008; Sarda Ribeiro y col., 2008; Sarda Ribeiro y col., 2007) (Cuadro 2). Grupos
de 10 a 12 hembras (3 réplicas/tratamiento) de R. (B.) microplus previamente pesadas se
sumergen por 5 minutos en un beaker que contiene 10 mL de las soluciones. Las soluciones
pueden ser acuosas y/o con surfactante (p.e. Triton), o con solvente no toxico, dependiendo
de la solubilidad. De cualquier manera el vehiculo de la solucién debe usarse como control
negativo.

Las teleoginas se mantienen en placas de Petri (5.5 x 1.5 cm) e incuban en condiciones controladas
por el periodo del bioensayo (27-280C, 70-80% HR). Se registra la mortalidad diaria.

Alos 14 dias se registra el nimero de hembras en oviposicion, pesandose los huevos, y trasvasandolos
a tubos de vidrio, para controlar emergencia, 14 dias mas. Se determinan por lo tanto parametros
relacionados con la proliferacion, a saber: el porcentaje de mortalidad, la inhibicién de oviposicion,
e inhibicién de emergencia.
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CUADRO 2. Protocolo Drummond (Drummond y col., 1973)

1) Preparacion de los productos a ensayar: Preparar al menos 25 mL de las solucio-
nes. Usar soluciones acuosas a una concentracion inicial de 10000 ppm (aprox.
250 mg).

2) Preparacion de grupos de teledginas: Utilizar garrapatas desprendidas del ganado
en las 24 horas previas (nunca usar garrapatas desprendidas en un periodo ante-
rior a los 3 dias). Las teledginas se lavan con agua (para sacar restos de materia
organica); se secan suavemente con papel absorbente, y se colocan bajo una
fuente calorica para detectar las garrapatas mas vitales. Descartar garrapatas
lesionadas, las que no estan debidamente ingurgitadas, las que tienen alteracion
de color o consistencia, o las que han comenzado a oviponer. Formar grupos de
10 teledginas pesadas y colocarlos en cajas de Petri (9 cm de diametro) pre-pe-
sadas.

3) Dia 0: Colocar 25 mL de la solucién a ensayar homogeneizada en un vaso de
100. Sumergir cada grupo de garrapatas y agitar suavemente durante 1 minuto.
Verter el contenido en colador eliminando el garrapaticida y colocar las garrapa-
tas en papel absorbente; secarlas suavemente y depositarlas en la caja de Petri
correspondiente. Incubar a 27°C y mas de 80% de humedad relativa por 14 dias.
Preparar los grupos testigos correspondientes (Control negativo: solvente con o
sin adyuvantes. Control positivo: un garrapaticida de uso convencional)

4) Dia 14: Retirar las teledginas de las cajas de Petri y pesar los huevos. Dejar los
huevos en iguales condiciones que antes, por 25 dias mas. Para ello, colocar las
cajas de Petri en un recipiente profundo con agua jabonosa en el fondo (evitar el
contacto de las cajas con el agua) para impedir la fuga de las larvas eclosionadas
antes del final del ensayo.

5) Dia 39: Determinar visualmente la tasa de eclosion (%) de las distintas cajas
comparando la masa total de huevos eclosionados con la masa de los no eclosio-
nados. Realizar los calculos mostrados abajo, comparando contra los resultados
del control negativo (100% de eclosién) y del control positivo (0% de eclosién).

i) Reproduccion estimada (RE)

Peso de huevos (mg)
Peso de hembras (mg)

RE = * eclosion (%)

ii) Porcentaje de control (%C)

%C= =100

RE tratado

Varios otros métodos se han ensayado, en trabajos puntuales; comparacion de alguno de
ellos fue realizada en trabajos anteriores (Castro-Janer y col., 2009; Miller y col., 2007).
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Dianas seleccionadas en este trabajo. Para la realizacién de este trabajo se eligieron dos modelos
de garrapatas de importancia econémica y sanitaria, una especie del continente americano (Rhipi-
cephalus (Boophilus) microplus) y una del continente Europeo (Hyalomma lusitanicum).

R. (B.) microplus, actualmente de incidencia mundial, ocasiona grandes dafios econémi-
cos en la actividad ganadera debido a que por su presencia se da disminucion de la produccién de
leche y de la carne. Las consecuencias de su ectoparasitosis han sido descritas previamente en
el Capitulo 1 de este libro. Asimismo, presenta resistencia a nivel mundial, habiéndose descrito a
organofosforados, piretroides, amitraz (aunque con menor distribucién), lactonas macrociclicas (FAO,
2004) y fipronil (Castro-Janer y col., 2010; Castro-Janer y col., 2010; Kumar y col., 2011). También
se ha detectado la aparicién de cepas con resistencia multiple (Diaz- Alonso y col., 2006).

Hyalomma lusitanicum es la garrapata exdfila de importancia médica y veterinaria mas
abundante en el centro de Espafia. Se considera vector de Theileria annulata y Coxiella burnetii, y
portadora de Anaplasma spp. Rickettsia spp., Francisella tularensis y Borrelia burgdorferi (Toledo y
col., 2009). El control de esta especie de garrapatas es dificil debido a la complejidad de su ciclo, y
se ha basado en el uso de insecticidas de origen sintético aplicados directamente sobre los animales.
El uso de estos productos esta siendo revaluado debido a la aparicion de resistencias, los residuos
en productos de consumo y la contaminacion ambiental (Klafke y col., 2010). La tendencia actual
pasa por el control integrado que incluye la utilizacion de agentes naturales con actividad ixodicida.

Los estadios elegidos fueron teleoginas para el ensayo Drummond y sus modificaciones,
asi como larvas para el ensayo con celulosa; estas fueron elegidas porque son la fase de la ga-
rrapata que coloniza el huésped, lo que permitiria eventuales tratamientos tdpicos en el huésped y
tratamientos del suelo.

Modificaciones ensayadas a los protocolos existentes y propuesta de nuevo protocolo. Las
cantidades de sustancias necesarias para realizar un ensayo siguiendo el protocolo Drummond son
altas, a la hora de realizar un muestreo de productos, si estos no estan disponibles en grandes can-
tidades (Cuadro 1). Sin embargo, en el caso de ensayos con productos puros, estas cantidades se
convierten en cuasi prohibitivas. Asi mismo, el tiempo insumido por este protocolo (39 dias) lo limita
en cuanto a ser aplicado en un muestreo répido. Por estas razones se decidio ensayar modificaciones
alos protocolos existentes, como una manera de generar herramientas que consuman poca cantidad
de muestra y tiempo, con resultados confiables. Se ensayaron las siguientes modificaciones sobre
el protocolo Drummond (Cuadro 3):

a. Modificaciones para ensayar productos sobre teleoginas. Como forma de disminuir la cantidad
de muestra necesaria para las pruebas, se ensayo la aplicacion tdpica sobre teleoginas en forma
individual, en lugar de la inmersion propuesta por el protocolo inicial. La aplicacion para el caso
de liquidos, se realiz6 entonces con microjeringa sobre la parte dorsal de cada teleogina. Asf
mismo se realiz6 un ensayo con celulosa microcristalina como vehiculo, también aplicada en la
parte dorsal.

b. Se desarrollé un protocolo de ensayo para estudiar toxicidad sobre larvas, en el cual se controla

la mortalidad, de acuerdo a lo expuesto en el Cuadro 3. Este protocolo fue empleado también con
varias muestras ensayadas segun el protocolo Drummond (Tabla 2).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Modificaciones ensayadas sobre el protocolo Drummond. Los resultados obtenidos mediante
la aplicacion tépica con solventes y con celulosa se muestran en la Tabla 1. Comparando los resultados
de los controles positivos (amitraz) aplicados con y sin celulosa, se realiz6 una observacion inesperada:
La celulosa parece de alguna manera proteger a las teleoginas de la accion del amitraz, ya que conti-
nuaron ovipositando en forma similar al control negativo. Sin embargo, los huevos puestos por teleoginas
tratados con amitraz sobre celulosa no eclosionaron, como era de esperarse, indicando que éste si entra
en contacto con estos huevos.

Por otra parte, los solventes ensayados produjeron toxicidad sobre las teleoginas, en cuanto no
sélo disminuyeron la tendencia a la oviposicion, sino también la eclosion de los huevos. Es interesante ob-
servar que si bien el etanol y el Tween 20 por si mismos produjeron cierto grado de toxicidad, no lo hizo asi
su mezcla 75:25. Concluimos entonces que las modificaciones ensayadas no son adecuadas, en cuanto a
que los vehiculos presentan por si mismo actividad, a pesar de que se ha afirmado que la aplicacién topica
directa de solventes tales como acetona y etanol no afecta a las garrapatas (White y col., 2004).

Cuadro 3. Protocolo con celulosa

Material biolégico:
Larvas de la misma puesta de garrapatas, de por lo menos 21 dias de edad para R. mi-
croplus y 7 dias para H. lusitanicum.

Material de laboratorio:

Tubos de ensayo taponados con algodén hidrofilo.

Tubos eppendorfs, con 25 mg de celulosa cristalizada Merck adicionados con 50 pl de
solvente, (acetona o metanol, control negativo), un garrapaticida (control positivo) o con
el producto a probar.

Procedimiento:

Adicionar los extractos a una concentracion de 20 pg/ul (total 1000 pg de extracto) y hacer
diluciones seriadas si es necesario.

Hacer un control negativo absoluto (celulosa), uno negativo con celulosa y solvente, y otro
control positivo con un acaricida comercial.

Ensayo de mortalidad:

Dia -1. Garrapatas: Hacer 3 a 5 lotes de 20 garrapatas por experimento en tubos de en-
sayo tapados con algodén. Las garrapatas se mantendran a 24°C y HR superior al 70%

Dia 0. El contenido de los viales con los extractos en matriz de celulosa se vierte en los
viales de las garrapatas. Cada vial se tapa con algodon hidréfilo y se agita para asegurar
el contacto del producto y las garrapatas. Los viales con garrapatas tratadas se mantienen
a 24°C y HR superior al 70%.

Dia 1. 24 h post-tratamiento. Se abrecada vial y se retiray contabilizan los ejemplares muertos.
Se evaluan los datos para determinar la significacién estadistica de las diferencias de
mortalidad observadas.
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En estos estudios se encontro que si bien las teleoginas ovipositaban en forma normal, los
huevos no eclosionan (Tabla 1). El efecto de solventes sobre otras especies ha sido estudiado en
Anocenter nitens (Beadles y col., 1973), y Rhipicephalus (Boophilus) annulatus (Ravindran y col.).

Tabla 1. Efecto de diferentes solventes por aplicacion tpica sobre teleoginas en la emergencia de
los huevos.

Producto Teleogiitr;?lz:vipo- Masa Huevos (g) Emergencia (%) RE
a%‘;g:ﬁ:g 9 11 64 226
Acetona 9 0.9 0 0
Celulosa, 50 mg 10 1.0 2 0.5
Etanol 8 0.6 0
Etanol-Tween20* 10 11 0
Tween 20 9 0.7 0
i 0 : :
Amitraz 0 0 - -
* Tween 20 al 1%, en mezcla con etanol (75:25).

Analisis de extractos de plantas. En las Tablas 2 y 3 se presentan los resultados de la actividad de
extractos de plantas provenientes de diferentes familias, sobre dos tipos de garrapatas, aplicando
el protocolo convencional Drummond para teledginas, y el protocolo con celulosa como vehiculo
para larvas.
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Tabla 2. Actividad de varios extractos etandlicos (EE) de plantas, contra teleoginas (Drummond) y
larvas (Protocolo con celulosa, 10 ug/uL) de R. (B.) microplus.

» Drummond* Celulosa
Familia M E - indice d
Especie (tipo de extracto asa mergencia ndice de i 9
P (tie ) huevos(g) huevos (%) Fecundidad Mortalidad larvas (%)
Bignoniaceae a a a
Jacaranda mimosifolia (EE, hojas) 12+04 100 42 H+ll
Clytostoma callistegioides (EE, hojas) | 1,0+0,42 952 382 16+9
C. callistegioides (EE, lianas) 1,4+052 802 372 2+2
Dolichandra cynanchoides (EE, hojas) | 0,9+0,52 330 112 86+4
Macfadyena unguis-cati (EE, hojas) | 1,1+0,42 752 272 60 +2
M. unguis-cati (EE, lianas) 13+052 95a 452 50 + 26
Meliaceae b b .
Melia azedarach (EE, frutos) 0401 o4 9 76 +21
Phytolaccaceae N N a
Phytolacca dioica (EE, frutos) 09£03 % 3 47 +7
Sapindaceae N N
Allophylus edulis (EE, hojas) 11204 8 32a 7611
A. edulis (EE, ramas) 0,5+0,2° 802 16° 76+ 2
Dodonaea viscosa (EE, hojas) 1,0+052 702 24° 60+ 12
Serjania meridionalis (EE, hojas) 11+0/52 702 27° 6+2
S. meridionalis (EE, frutos) 0,7+0,1° 1002 28° 67 +10
S. meridionalis (EE, ramas) 1,0+0,32 1002 342 67 +22
Control negativo 1,3+0,42 902 452 0+1
Control positivo 0 - - 1000

* Diferentes letras indican diferencias significativas (P < 0.05) mediante comparciones post-ANOVA

(comparaciones por Tukey).
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Tabla 3. Actividad de varios extractos etandlicos (EE) y aceites esenciales (AE) de plantas, contra
larvas (Protocolo con celulosa) de H. lusitanicum.

Familia Mortalidad larvas (%)
Especie (tipo de extracto) 20 pgluL 10 pg/uL*
Bignoniaceae

Jacaranda mimosifolia (EE, hojas) 0+0 _
Clytostoma callistegioides (EE, hojas) 0+0 -
C. callistegioides (EE, lianas) 0+0 -
Dolichandra cynanchoides (EE, hojas) 0+0 -
Macfadyena unguis-cati (EE, hojas) 16+0,5 -
M. unguis-cati (EE, lianas) 0+0 -
Meliaceae

Melia azedarach (EE, frutos) 15+04 _

Phytolacaceae
Phytolacca dioica (EE, frutos) 0+0 -

Sapindaceae
Allophylus edulis (EE, hojas)

A. edulis (EE, ramas) 2+2 -
Dodonaea viscosa (EE, hojas) 0+0 -
Serjania meridionalis (EE, hojas) 0+0 -
S. meridionalis (EE, frutos) 0+0 -
S. meridionalis (EE, ramas) 0+0 -
kﬁt;:?:iz herba-alba 3 (AE, parte aérea) 100 22416
A. herba-alba 11 (AE, parte aérea) 100 11+3
Rosmarinus officinalis 1 (AE, parte aérea) 100 20 +1
R. officinalis 6 (AE, parte aérea) 100 58 +16
R. officinalis 7 (AE, parte aérea) 95+3 5+3
R. officinalis 9 (AE, parte aérea) 972 23+4
R. officinalis 12 (AE, parte aérea) 96 +4 18 £16
Lippia alba (AE, parte aérea) 15+19 -
Hyssopus officinalis (AE, parte aérea) 0 -
Control negativo 0+0 0+0
Control positivo 9% +4 97+3

* Los extractos con buena actividad fueron re-ensayados a concentraciones menores.
En general, para R. (B.) microplus se observa una mayor sensibilidad de larvas con celulosa

frente al ensayo Drummond (Tabla 2). A su vez, de la comparacién de la actividad de los mismos
extractos contra ambos organismos utilizados, puede concluirse (Tabla 2 y 3) que un patron general
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esta dado por la mayor susceptibilidad de las larvas de R. (B.) microplus (Tabla 2) que las de H.
lusitanicum (Tabla 3). De hecho, en el caso de las larvas de H. lusitanicum, ninguno de los extractos
etanolicos ensayados fueron activos, destacandose para este organismo como patrén una mayor
actividad de los aceites esenciales comparada a la de los extractos etandlicos (Tabla 3).

Por Gltimo cabe destacar que el protocolo desarrollado con celulosa amplia el rango de
productos a ensayar, sin consideracion de las propiedades fisicoquimicas de los mismos, ya que el
ensayo elimina los problemas derivados de la poca solubilidad en agua. En este protocolo pueden
aplicarse productos solubilizados en una variedad de disolventes organicos, lo cual no es posible
en el caso del protocolo Drummond, en el cual los residuos de disolventes son toxicos per se sobre
las teleoginas (Tabla 1).

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Las modificaciones ensayadas con el objetivo de utilizar menos cantidad de muestra
sobre el protocolo Drummond no resultaron efectivas debido a la toxicidad de los vehiculos (Tabla
1); por otra parte, el protocolo desarrollado con larvas de ambas especies, utilizando celulosa como
vehiculo de aplicacién de los productos a ensayar ha sido efectivo, robusto y rapido, pues en 24 h
se obtienen los resultados.

En el caso de R. (B.) microplus se puede apreciar que la susceptibilidad de larvas es mayor
que la de adultos, comparando los resultados de actividad contra adultos y larvas (Tabla 2). Asi por
ejemplo, el extracto de Melia azedarach fue muy efectivo contra larvas pero no asi contra adultos.
Es asi que el protocolo de celulosa sobre larvas (el cual es mas rapido y menos laborioso) puede
ser usado como la primera aproximacion para cribados rapidos, seleccionando asi productos activos
que pueden luego ser ensayados sobre adultos siguiendo el protocolo Drummond, que no solo es
mas laborioso y largo sino que también consume grandes cantidades de muestra (Cuadro 2).

Comparando los resultados de actividad anti-larvaria obtenidos para ambas especies de
garrapatas (Tablas 2 y 3), se puede observar una mayor susceptibilidad en las larvas de R. (B.) micro-
plus, que en las de H. lusitanicum. Es de esperar entonces que los extractos de Artemisia herba-alba
y Rosmarinus oficinale, que han dado excelente actividad larvicida frente a H. lusitanicum, sean muy
activos contra la garrapata comin del ganado, constituyéndose asi en productos de interés potencial
en desarrollo de nuevos garrapaticidas.
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