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RESUMEN

El presente estudio tiene como finalidad evaluar el efecto acaricida del extracto de
hojas de pifion (Jatropha curcas) mediante ensayos in vitro en una prueba de
inmersion en cajas de Petri a una poblacion de 320 garrapatas adultas, con un total
de tres tratamientos mas testigo con cuatro repeticiones, distribuidos de la siguiente
manera:TO: Amitraz al 20.8%; T1: Extracto de J. curcas al 4.1 %; T2: Extracto al
4.24 %; T3: Extracto al 4.3 % de concentracion, que fueron evaluadas en un rango
de 24, 48, 72 y 96 horas, ademas, se realiz6 un estudio preliminar in vivo con el
mejor tratamiento. Las variables a estudiar fueron: caracterizacion del extracto (pH,
densidad, indice de refraccién, acidez y concentracion de fenoles), mortalidad y
supervivencia de las garrapatas. Para las variables con normalidad se empled un
disefio completamente aleatorizado con prueba de Tukey al 5% de probabilidad y
para las variables que no cumplen con los supuestos se utilizé el test de Kruskal-
Wallys y separacion de pares, donde se evidencio que el T2 (20,00 £ 0,00) destaco
significativamente entre los tratamientos, demostrando mayor efectividad acaricida
in vitro a las 96 horas evaluadas, mientras que, el TO (1,75 £ 0,50) y T1 (2,25 +
0,50) obtuvieron los mayores valores de supervivencia, el estudio in vivo aplicado
con el T2 demostré que la mayor mortalidad de garrapatas se obtuvo a las 96 horas
(249,67 £112,96), validandose el potencial uso del extracto de hojas del pifidn como
alternativa ecologica para combatir garrapatas de bovinos.

PALABRAS CLAVE

Ectoparasitos, ecoldgico, extracto acuoso, resistencia, acaricida.
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ABSTRACT

The purpose of this study is to evaluate the acaricidal effect of the extract of pinyon
leaves (Jatropha curcas) through in vitro tests in an immersion test in Petri dishes
on a population of 320 adult ticks, with a total of three treatments plus control with
four repetitions, distributed as follows: TO: Amitraz at 20.8%; T1: Extract of J. curcas
at 4.1%; T2: Extract at 4.24%; T3: Extract at 4.3% concentration, which were
evaluated in a range of 24, 48, 72 and 96 hours, in addition, a preliminary in vivo
study was carried out with the best treatment. The variables to be studied were:
characterization of the extract (pH, density, refractive index, acidity and
concentration of phenols), mortality and survival of ticks. For the variables with
normality, a completely randomized design was used with a Tukey test at 5%
probability and for the variables that do not meet the assumptions, the Kruskal-
Wallys test and pairwise separation were used, where it was evidenced that T2 (
20.00 = 0.00) stood out significantly among the treatments, demonstrating greater
in vitro acaricidal effectiveness at 96 hours evaluated, while TO (1.75 £ 0.50) and T1
(2.25 £ 0.50 ) obtained the highest survival values, the in vivo study applied with T2
showed that the highest tick mortality was obtained at 96 hours (249,67 +112,96),
validating the potential use of the extract of pine nut leaves as an ecological
alternative to combat bovine ticks.

KEY WORDS

Ectoparasites, ecological aqueous extract, resistance, acaricide.



CAPITULO I. ANTECEDENTES

1.1. PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

Polanco y Rios (2016) manifiestan que, la produccion ganadera a nivel global se ha
visto limitada por la presencia de garrapatas siendo uno de los mayores problemas
sanitarios a nivel de ganaderia por ello, son consideradas como uno de los factores
sanitarios mas importantes que limita la ganaderia en el tropico. Al respecto
Benavides et al. (2017) indican que, son las especies de mayor impacto econémico
y productivo que generan al sector pecuario de diversos paises de América tropical,
entre ellas se encuentra, Boophilus microplus conocida como la garrapata comun

del ganado.

Echeverry y Osorio (2015), como fueron citados en Vargas et al (2019), difieren
que, las pérdidas estan relacionadas con su capacidad vectorial, permanencia del
ectoparasitismo y por ser un reservorio de patdgenos como los géneros Babesia y
Anaplasma. En Ecuador las pérdidas econdmicas que causan las garrapatas se
ven visualizadas en la disminucion de la ganancia de peso, problemas
dermatolégicos, anemia, reduccién en la produccién de carne y leche, del mismo
modo que presentan un gran problema en el area de salud publica ya que es
culpable de zoonosis, generando transmisiones de bacterias, rickettsias, virus y
protozoarios a varias especies animales, asi como también a humanos (Ulloa y
Ramones, 2021).

Benavides et al. (2017) manifiestan que, “los ectoparasitos han desarrollado
resistencia a los acaricidas, los cambios del clima que favorecen las poblaciones
de vectores, enfermedad, deterioro del ambiente, como consecuencia de las
actividades humanas, conforman un panorama preocupante que, a Su vez,

representa un reto para la investigacion”.

Por otro lado, Bavera (2016) afirma que, el uso irresponsable de garrapaticidas en
bovinos, genera residuos nocivos en la carne y leche. De acuerdo con Schleske et
al. (2012) en el ganado bovino, para el control de acaros, se han utilizado diferentes
productos quimicos denominados ixodicida, no obstante, su mal uso ha provocado

gue estos parasitos desarrollen mecanismos de sobrevivencia, y que con el paso



del tiempo adquieran resistencia debido a la seleccién genética. Por otro lado,
Rodriguez et al. (2022) han reportado que el uso indiscriminado de acaricidas
presenta un impacto ambiental negativo ya que se ha demostrado que disminuye
la diversidad y abundancia de las poblaciones de insectos benéficos.

Asela et al. (2014) mencionan gue, la contaminacion ambiental por plaguicidas esta
dada principalmente por residuos descargados y dispuestos en el suelo, el agua y
por derrames accidentales, la union de estos factores provoca su distribucion en la
naturaleza, por lo tanto, los restos de estos quimicos se dispersan en el ambiente
y se convierten en contaminantes para los sistemas biético y abiético amenazando

su estabilidad y representando un peligro de salud publica.

Sanchez et al. (2020) indican que, existen plantas que son potencialmente Utiles
pero que se encuentran escasamente estudiadas y utilizadas, situacion que dificulta
en gran medida su posible cultivo y uso, este es el caso de la Jatropha curcas,
comunmente conocida como pifion. En nuestro pais “se encuentran ampliamente
distribuidas en la costa, amazonia y region insular” (Canarte et al., 2017). En la
provincia de Manabi se la ha utilizado para fines tradicionales como cercas vivas,
biocombustible y jabones; sin embargo, no se han aprovechado sus principios

activos en la medicina veterinaria (Cafarte et al., 2017).
Con estos antecedentes surge la siguiente pregunta:

¢El extracto de la hoja de pifion (Jatropha curcas) tiene efectos acaricidas en el
control de garrapatas del ganado bovino?



1.2. JUSTIFICACION

El control de ectoparasitos de importancia veterinaria depende en gran medida del
uso de productos quimicos, por ello es fundamental obtener una gama de
compuestos con diferentes modos de accion que permita la rotacion de estos
productos y de esta forma ayudar a gestionar los problemas de la resistencia a los
acaricidas, del mismo modo que disminuya problemas como residuos,

contaminacion ambiental y alto costo (Sanis et al., 2012).

Los productos naturales utilizados antes de la llegada de los productos quimicos,
vuelven a ser demandados por ser ecoldgicos, en la actualidad se afirma el retorno
a las formulas organicas-naturales y de esta manera conseguir a partir de extractos
vegetales insecticidas ecoldgicos con formulas que controlen y eliminen de manera

eficaz determinados ectoparasitos (Asela et al., 2014).

Pabon y Herndndez (2012) manifiestan que, al ser Jatropha curcas citado como
una especie vegetal promisoria, con utilidad en el control de plagas a partir del uso
de sus principios activos obtenidos de diferentes partes de la planta, sus
compuestos permiten controlar de manera eficiente hongos, parasitos y otros
organismos, aunado a esto, es importante destacar que esta planta es muy comudn
en nuestro entorno y se la utiliza como cerramiento de terrenos. Saetae y Worapot
(2011), citados por Pabdén y Hernadndez (2012), reportaron que, los extractos
obtenidos de las semillas, las hojas y el aceite de semilla de J. curcas tienen

propiedades molusquicidas, insecticidas y fungicidas.

Este estudio tiene relevancia porque permitird conocer si el extracto de la hoja de
Jatropha curcas (pifion) tiene efectos acaricidas en el control de garrapatas del
ganado bovino. De otra parte, es importante mencionar que la investigacion
contribuird adquirir nuevos conocimientos al descubrir alternativas ecoldgicas,
basadas en plantas que sustituya los productos quimicos y del mismo modo
garantice una buena eficacia, baja toxicidad y consecuencias residuales, un

impacto ambiental reducido y control de resistencia en las ganaderias bovinas.



1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del extracto de las hojas de pifion (Jatropha curcas) como

alternativa ecoldgica para combatir garrapatas en bovinos.
1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar los parametros fisico-quimicos del extracto obtenido de las hojas de

Jatropha curcas.

Determinar mediante ensayos in vitro el efecto garrapaticida de tres
concentraciones del extracto de las hojas de pifién (Jatropha curcas).

Analizar mediante un estudio preliminar in vivo el efecto acaricida de la

concentracion del extracto que mayor porcentaje de mortalidad presento.
1.4. HIPOTESIS, PREMISAS Y/O IDEAS A DEFENDER

El extracto de las hojas de pifion (Jatropha curcas) tiene efectos acaricidas en el

control de garrapatas del ganado bovino.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1. ASPECTOS GENERALES DEL PINON (Jatropha curcas)

De acuerdo a lo encontrado por Sanchez et al. (2020) dan a conocer que, Jatropha
curcas L, comunmente llamada pifién, es una especie de planta multiproposito con
un sinnumero de propiedades y un gran potencial que posee una serie de
caracteristicas que le otorgan especial importancia desde el punto de vista
biolégico, agrondmico, medicinal, econémico y ambiental; entre las particularidades
mas destacadas se encuentra el hecho de ser una planta resistente a las sequias

y por poseer semillas con alto contenido de aceite y proteinas.

2.1.1. ORIGEN DEL PINON

Segun Séanchez et al. (2020) manifiestan que, el pifidn es un arbol pequefio
originario de México y de Centro América, el cual se lo ha sembrado en el continente
africano en varios paises como, Madagascar, Ghana, Suazilandia, Zambia, entre
otros, extendiéndose de la misma manera hacia paises del continente asiatico
como China, India, Indonesia, Tailandia, Vietnam, con la finalidad de convertir el
aceite extraido de sus semillas en biodiesel; por otro lado, con el mismo propdsito,
varios paises de América entre ellos Brasil, México, Argentina, Colombia, Republica
Dominicana, Ecuador, Peri y demés paises, han incursionado en la siembra del
pifidn.

2.1.2. DESCRIPCION BOTANICA DEL PINON (Jatropha curcas)

Desde la posicion de Guerrero (2019), el pifidn es una planta caducifolia; es decir
gue pierde sus hojas durante una parte del afio bajo condiciones de estrés, ademas
se caracteriza por ser un arbol pequefio y perenne que puede crecer hasta 6 metros
de altura, con comportamiento sexual monoico (que en una misma planta contiene
flores masculinas y femeninas), cuyo periodo productivo se extiende de 45 a 50
afos y se desarrolla normalmente en suelos aridos y responde bien a suelos con
pHde5a?7.

Por otro lado, Sanchez et al. (2020), mencionan que, sus épocas de plantacion son
todo el afio (preferiblemente en estaciones hiumedas; en cuanto al desarrollo de la

planta, anualmente se obtienen alrededor de 10 Kg de frutos por planta, de los



cuales, 4 Kg pertenecen a la semilla, la corteza es de color gris y presenta escamas
delgadas de color verdoso ceniciento, el disefio de la planta puede variar desde un
tallo principal con escasas ramas, hasta un tallo desde la base muy ramificado, con
mas de un metro de largo; el tronco, las ramas y el peciolo de las hojas poseen un

exudado translucido (latex) de color blanco y de textura pegajosa.
HOJAS

En particular sobre este tema para Echeverria et al. (2015) el arbol de J. curcas es
de hoja simples alternas caducas, en las plantaciones se observan solo las ramas,
el haz es verde oscuro, el envés verde claro, normalmente se forman con 3 a 7

I6bulos acuminados, poco profundos y grandes con peciolos largos de 10 a 15 cm.

Las hojas caducas se encuentran esparcidas y alternadas, son largas en forma de
palmas con tres a cinco I6bulos recortados en angulos obtusos, terminadas en
puntas agudas; son verdes, palidas brillantes, glabras o desprovistas de pelos, las
nervaduras son blanquecinas, resaltadas o salientes en su fase interior de la lamina
foliar (Echeverria et al., 2015).

INFLORESCENCIAS

En los hallazgos encontrados por Sanchez et al. (2020) se ha establecido que,
generalmente las flores son unisexuales y de color verde amarillentas, ademas, el
tipo de inflorescencia es un dicasio terminal de 10 a 25 cm de largo; en ciertos
casos existen inflorescencias de un sélo sexo, no obstante, en la mayoria de veces
los dos sexos se localizan en las mismas a diferencia de otras partes de la planta,
las flores son pentameras, con pétalos fusionados y sépalos enteros y basalmente
5—-6 mm de largo, hirsutos por dentro, verdosos o blanco amarillento, anteras 1-1.6
mm de largo; ovario glabro por otro lado, su floracion se produce durante la

temporada de lluvias y se pueden presentar hasta dos picos de floracién.

FRUTO

Con base en Sanchez et al. (2020) el fruto es una capsula ovoide, color verdoso
amarillento y carnoso (pulpa), al madurar o secarse presenta una tonalidad castafio
oscuro posteriormente, con los extremos achatados de 3 a 4 centimetros de largo
y de 2.5 a 3 cm de diametro; al principio el fruto es carnoso, pero cuando se seca

es dehiscente (se abre para que salga la semilla) y trilocular (dividido en tres



partes), con una semilla en cada cavidad. Al respecto Echeverria et al. (2015)
difieren que, el desarrollo del fruto necesita 90 dias desde la floracion hasta que
madure la semilla, aunado a esto, se encuentra constituido por un pericarpio o
cascara resistente, lechosa encerrando 1, 2 o 3 semillas por una membrana

divisoria que corresponde a una sutura exterior de la capsula.
SEMILLAS

Sanchez et al. (2020) dan a conocer que, las semillas son elipticas, de 16 a 20 mm
de largo, 10 a 12 mm de ancho y unos 8 a 10 mm de espesor son de color negro y
lisas en fresco y agrietadas cuando se secan. Por otro lado, Echeverria et al. (2015),
postula que, las semillas contienen distintos componentes toxicos (ésteres de

forbol, curcin, inhibidores de tripsina, lectinas y fatitos) y no son comestibles.
TALLO

Echeverria et al. (2015) consideran que, el tallo crece con discontinuidad
morfoloégica en cada incremento, la corteza es fina como papel de coloracion verde
amarillenta, pélido y casi liso, con desprendimientos en tiras horizontales, corteza
interna blanca con rayas rojas, exuda una savia amarillenta y sabor astringente,
cada rama termina en una inflorescencia y no hay uniformidad en el crecimiento de
los tallos, el tronco esta dividido desde la base, en ramas largas, con numerosas
cicatrices producidas por la caida de las hojas en la estacién seca, las cuales

resurgen luego de las primeras lluvias.
RAIZ

Como lo hace notar Echeverria et al. (2015), la planta de pifidbn posee raices cortas
y poco ramificadas, normalmente cuando las plantulas proceden de semilla se
forman cinco raices, una central y cuatro periféricas; la raiz procedente de semilla,
desarrolla cinco raices, una pivotante y cuatro periféricas, posteriormente se
desarrollan las raices secundarias. Al referirse a este aspecto Vinueza (2018) da a
conocer que, las raices del pifibn contribuyen a su desarrollo, aunque su

reproduccion ha sido por semilla.



2.2. APLICACIONES BIOLOGICAS DE Jatropha curcas

2.2.1. CONTROL DE PLAGAS

Domingo et al. (2015) mencionan que, a nivel bioldgico las hojas de pifidn se utilizan
ampliamente en el control de plagas, por sus propiedades como insecticidas y
fungicidas, en especial a un metabolito denominado “curcina” una proteina de

interés antiviral y antifingica producida por esta misma especie.

Canarte et al. (2017) ratifican que, el control bioldgico de acaros, proporcionados
por organismos hativos, es una excelente alternativa al control quimico, siendo
considerado incluso un servicio ambiental para productores carentes de recursos
econdmicos. Por otro lado, los resultados referidos por Idrees et al. (2021) afirman
que, las hojas de extracto de agua de J. curcas mostraron propiedades insecticidas

y fumigantes que se utilizan contra las chinches en las casas.

2.2.2. BIORREMEDIACION

Tarig y Ashraf (2016), citados por Casteblanco (2018) plantean que, las especies
vegetales ideales para la fitoextraccion son aquellas que poseen la capacidad de
acumular y tolerar altas concentraciones de metales en el tejido cosechable y esto
es posible ya que ellas tienen el poder de eliminar contaminantes que persisten en
el medio ambiente a través de diversos mecanismos como la fitofiltracion,
fitoestabilizaciéon. Al respecto Pabon y Hernandez (2012) dan a conocer que,
Jatropha curcas ha sido utilizada en procesos de fitorremediacion de suelos
contaminados y ofrece una alternativa de recuperacion del suelo por lo que la

convierte en una opcién rentable y viable con el medio ambiente.
2.3. BENEFICIOS MEDICINALES DE LA HOJA Y LATEX DEL PINON

Con referencia a Gallardo et al (2019), en las diferentes especies del género
Jatropha se han evidenciado usos medicinales, en especial en el tratamiento de
infecciones de la piel, enfermedades de transmision sexual, ictericia y fiebre, no
obstante, en los hallazgos encontrados por los mismos autores se ha revelado que,
en las hojas de J. curcas se han identificado metabolitos como apigenina, vitexina

e isovitexina, que pueden ser utilizados contra la malaria, el reumatismo y los



dolores musculares. El latex se utiliza como desinfectante en las infecciones
bucales y se ha establecido que contiene compuestos con propiedades
anticancerigenas como jatrophina, jatrofano, y curcaina, del mismo modo se ha

utilizado para promover la curacién de heridas, Ulceras (Gallardo et al., 2019).
2.4. PROPIEDADES QUIMICAS DE LAS HOJAS DE Jatropha curcas

Idrees et al. (2021) ratifican que, J. curcas contiene varios compuestos bioactivos
fitoquimicos, taninos, fitoesterol, glucdsidos, compuestos fendlicos, flavonoides,
sapogeninas y esteroides. En particular sobre este tema, de acuerdo a los
resultados obtenidos por Sanis et al. (2012) revelan que, varios fitoquimicos, en
particular, las flavonas tienen el potencial de interactuar con el receptor de
estrogeno de vertebrados como agonistas 0 antagonistas; comprobaron que
algunas de las flavonas como la luteolina, la quercetina, la apigenina y la crisina
inhiben la expresion génica mediada por la ecdisona en una linea celular sensible
a la ecdisoma ademds, la apigenina inhibe la expresion y la actividad de la

isoenzima del citocromo P450 de mamiferos e insectos.

Sanis et al. (2012), reportaron que, las flavonas, apigeninas (apigenina 7-O-3-D-
neohesperidosido, apigenina 7-O-3-D-galactosido), orientina, vitexina, vicenina Il y
la biflavona di-C-B-Dglucopirandsido-metileno-biapigenina de las hojas de J.
curcas, la eficacia de un extracto de las hojas de Jatropha curcas para inhibir la
eclosion de los huevos puestos por garrapatas tratadas y podria atribuirse a la
presencia de la flavona y apigenina que puede causar una disminucion en el nivel

de ecdisteroide activo al inhibir la enzima P450.

Esto podria atribuirse a la disminucion de los niveles de ecdisteroides que conducen
a una menor incorporacion de ecdisteroides libres en los évulos o a la interferencia
con la absorcion de la proteina de yema de huevo modificada, ya que la vitelina en
los ovocitos es importante para la maduracion y el desarrollo de los 6vulos; por lo
tanto, el extracto de las hojas de J. curcas a bajas concentraciones puede inhibir
significativamente la eclosion de los huevos puestos y puede considerarse como

una posible alternativa para el control de garrapatas (Sanis et al., 2012).


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/tannin
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/phenolic-compound
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Tabla 1. Metabolitos aislados de las hojas del Jatropha curcas.

ESTRUCTURAS COMPUESTOS

Flavonoides: apigenina, vitexina, isovitexina
Diterpenos: heudolotinona

HOJAS Esteroles: estigmasterol, estigmast-5-en-38,7p-diol,
estigmast-5-en-3p,7a-diol, colest-5-en-3,7p-diol,
colest-5-en-3B,7a-diol, campesterol, R-sitosterol, 7-
ceto-R-sitosterol, f-D-glucésido

Triterpenos: a-amirina, 1-triacontanol y el dimero
LATEX Peptidos: curcaciclina Ay B
Enzimas: curcaina

Alcaloides: jatrofina, jatrofano
Fuente. Datos tomados de Pabon y Hernandez (2012).

2.5. METODOS DE EXTRACCION DE LAS HOJAS DEL PINON

Al referirse sobre este aspecto Campo et al. (2018) mencionan que, las técnicas de
extraccion utilizados para los compuestos vegetales son destilacidn, extraccion con
disolvente (maceracién, la digestion, la infusion, decoccion, percolacion y
extraccion continua en caliente), compresion fria, y no convencionales, métodos a
saber, la extraccion con fluidos supercriticos, (turbo) de extraccion de torbellino,
extraccion por la energia eléctrica y la extraccion asistida por Ultrasonido (US). De
acuerdo a lo encontrado por Noguera (2020) al profundizar este tema, indica que,
la extraccion sélido-liquido, también conocida como lixiviacion, es una operacion
unitaria que permite extraer o separar componentes solubles de sélidos con ayuda

de un disolvente.
2.5.1. EXTRACCION ASISTIDA POR ULTRASONIDO

Campo et al. (2018) manifiestan que, en los ultimos tiempos, se ha reverenciado
gue la técnica de extraccion mas eficaz y susceptible, es la extraccion asistida por
US; que reduce los tiempos de extraccidon, el consumo de disolvente organico,
reduce, el uso de disolventes tdxicos, energia y costos lo cual permite el desarrollo

de técnicas combinadas en las que se destacan la extraccion asistida por US,
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destilacion asistida por US, entre otras. Al referirse en este aspecto Chacon et al.
(2018) mencionan que, en la actualidad existen dos métodos de extraccion de
aceite: mediante solventes y por prensado dentro de los solventes de mayor uso en
este proceso destaca el hexano.

Como mencionan Saavedra et al. (2018), “el ultrasonido ha permitido la reduccion
del tiempo de proceso sino también de separacion, esta técnica es la mas
econdmica y tiene los requerimientos instrumentales méas bajos entre las Gltimas
técnicas de extraccion desarrolladas y la combinacién de métodos tradicionales de

extraccion de aceite y el método emergente usando ultrasonido”.

2.6. GARRAPATAS QUE MAS AFECTAN A LA PRODUCCION
BOVINA

Guglielmone et al. (2014), citados por Rodriguez et al. (2021) indican que, las
garrapatas son acaros macroscoépicos, ectoparasitos, hematofagos obligados que
infestan animales domeésticos y silvestres, existen mas de 900 nombres cientificos
validos de géneros y especies distribuidas en dos familias: Ixodidae (garrapatas
duras) y Argasidae (garrapatas blandas). Las Ixodidae solamente presentan un
estadio de ninfa mientras que las Argasidae tienen dos o mas, a nivel mundial, la
familia Argasidae parasitan una amplia variedad de hospedadores y transmiten
diversos agentes patdgenos (protozoos, bacterias, rickettsias y virus) al ganado
(Tolulope et al.,2018).

Al meditar sobre este particular Sepulveda et al. (2017) citados por Vargas et al.
(2019) consideran que, su presencia en la ganaderia refleja pérdidas econdmicas
gue en el contexto mundial se registran entre 2000 a 3000 millones de ddlares,
Rhipicephalus microplus es uno de los principales obstaculos en la produccion
ganadera en regiones tropicales y subtropicales; no obstante, se estima que es
responsable de pérdidas econdémicas anuales de aproximadamente 2,5 billones de

délares en el mundo.
2.7. CICLO DE VIDA DE LAS GARRAPATAS

Diyes y Rajakaruna (2017) citados por Rodriguez et al. (2021) sostienen que, el

ciclo biolégico de las garrapatas dispone de cuatro fases de desarrollo: huevo,
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larva, ninfa y adulta, por otro lado, la puesta de huevos se realiza en el pasto, areas
de vegetacion, el suelo, hendiduras o grietas, dependiendo de la especie de
garrapata pueden llegar a poner hasta 1000 huevos, los huevos son rojizos café y

depositados en grupos.

En consonancia Polanco y Rios (2016) dan a conocer que, los estadios en fase
larvaria se diferencian de las fases ninfa y adulta por que las garrapatas poseen
sélo tres pares de patas, en los demas estadios tienen cuatro pares de patas,
adicionalmente a estos estadios, presentan dos fases intermedias de desarrollo
conocidas como fases mutantes, la cual se caracteriza por el desprendimiento de
la piel exterior o cuticula (muda) de la larva en su paso a ninfa y de la ninfa en su
paso a adulto; ambos eventos ocurren después de alimentarse de sangre del
hospedador.

2.7.1. HUEVO

El ciclo de vida de las garrapatas se inicia con la eclosion del huevo ovipositado por
la hembra gravida en un sitio himedo y protegido, del cual emerge la larva, la cual
permanece resguardada en el sitio donde emergié para evitar la desecacion y
después de una semana aproximadamente, busca un hospedador del cual

alimentarse (Rodriguez et al., 2022)

Polanco y Rios (2016) al referirse en este aspecto sostienen que, para ello, utilizan
sus 6rganos sensoriales que son estimulados por olores, didxido de carbono, luz,
corrientes de aire, humedad y calor que indican la presencia del hospedador, al que

acecha en las partes altas de la vegetacion o se une a €l de forma activa, cazandolo.
2.7.2. LARVA

Los argumentos expuestos por Rodriguez et al. (2022) indican que, la larva migra
hacia la vegetacion y alcanza su primer hospedador para alimentarse de sangre
durante algunos dias, aunado a esto, las larvas se desprenden del hospedador y
cae al suelo para realizar su primera muda (proceso bioldgico que sufre la garrapata

para transformarse en otra fase de desarrollo).
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Por otro lado, Polanco y Rios (2016) manifiestan que, en las garrapatas de dos y
tres hospedadores, dependiendo de la temperatura y la humedad, les puede tomar
desde cinco dias a varias semanas; también puede mudar a ninfa sobre el primer
hospedador en garrapatas de dos hospedadores y luego dejarse caer; las larvas de
garrapatas de un hospedador, permanecen en €l después de alimentarse y mudan

después de un corto periodo de tiempo.
2.7.3. NINFA

Teniendo en cuenta a Polanco y Rios (2016), las ninfas desarrolladas después de
la muda de la larva, tienen sus mismas caracteristicas, excepto que pueden vivir por
mas tiempo, al respecto, las especies de garrapatas de uno y de dos hospedadores,
la ninfa se alimenta de sangre del hospedador y muda sobre él en un corto periodo
de tiempo, mientras que, en las garrapatas de tres hospedadores, la ninfa cae al
suelo, donde puede mudar dentro de las proximas dos semanas 0 después de

varios meses.
2.7.4. ADULTAS

Desde la posicion de Rodriguez et al. (2022) dan a conocer que, esta fase de
desarrollo posee una duracién de dos a tres semanas para transformarse en adulto,
en este estado se presenta la diferenciacion sexual de las garrapatas (machos y
hembras) por otro lado, los adultos buscan un tercer hospedador para alimentarse

de sangre y después copular.

El comportamiento de las garrapatas adultas que mudan en el suelo en el estado
de ninfa (tres hospedadores), es similar a sus estados larvales y ninfales y solo se
diferencia de estos porque pueden permanecer por periodos largos de tiempo sin
alimentarse (Polanco y Rios, 2016). Al respecto Rodriguez et al. (2022) corroboran
que, la cépula de las garrapatas se da sobre el hospedador, después de lo cual la
hembra se repleta de sangre y cae a la vegetacion, donde busca un lugar himedo
y protegido en el cual poner sus huevos, después de esto la garrapata hembra

muere, el macho vive unos dias mas sobre el hospedador y después muere.
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La duracién de este ciclo depende de la adaptacion de las especies de garrapatas
duras a la temperatura, la humedad y la disponibilidad de hospedadores por lo
general viven mas de dos afios y regularmente menos de uno (Polanco y Rios,
2016).

2.8. PRINCIPALES GENEROS DE GARRAPATAS EN BOVINOS

2.8.1. GENERO Amblyomma

Camilo et al. (2010) citados por Navarrete et al. (2014) indican que, este tipo de
garrapatas son destacadas como multicolores, las cuales se caracterizan por
escoger el calor y los parajes cubiertos con abundante vegetacién, no demasiadas
secas Y tierras baja, suelen alojarse en areas como axilas, mama y genitales del
hospedador, normalmente son transmisoras de enfermedades como la

hidropericarditis rickettsiana.
2.8.2. GENERO Dermacentor

Junguera (2013), citado por Navarrete et al. (2014) indican que, se conocen al
menos treinta especies del género dermacentor, entre las cuales se destaca
Dermacentor dissimilis y Dermacentor nitens (Anocentor nitens) estas especies son
de particularidades grandes, las hembras pueden medir de 1.5 a 2 cm de tamaiio;
estos acaros presentan diversas caracteristicas como, la base del capitulo
cuadrangular, es mas ancha que larga, los palpos son cortos y gruesos, sus 0jos
son pequefios y circulares, las extremidades poseen un color de fondo rojo, esta
garrapata escoge de uno o tres hospedadores como mamiferos domésticos. Por
otra parte, Benavides et al. (2017) indican que, se debe aclarar que la transmision

de anaplasmosis la realizan garrapatas del género Dermacentor spp.
2.8.3. GENERO Rhipicephalus

El género Rhipicephalus son garrapatas con mas distribucion en el mundo ya que
coexisten en la actualidad 60 especies, supuestamente es nativa de Africa, pero se
ha encontrado en el tropico y en regiones con clima templado, producido por la

migracion del hombre y sus mascotas, entre las que se destacan la Rhipicephalus
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(Boophylus) microplus y Rhipicephalus sanguineus (Navarrete et al., 2014). Por lo
tanto, la enfermedad febril del ganado bovino (FG) originada por organismos
transmitidos en el continente americano, primariamente por la garrapata comun del

ganado Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Benavides et al., 2017).
2.9. IMPACTO ECONOMICO A CAUSA DE LAS GARRAPATAS

Benavides et al. (2017) mencionan que, las pérdidas directas son proporcionadas
a la ocurrencia de enfermedad, las cuales estan asociada con la entrada o
incremento de la poblacion de dichas garrapatas, proporcion de animales
parasitados que desarrollen enfermedad, dafio en piel y molestia permanente que
afecta la conducta y bienestar del animal; por otro lado, el impacto econémico
indirecto desciende, por un lado, del costo del tratamiento los casos clinicos, pero
esencialmente por los gastos incurridos en el control de las garrapatas y otros

vectores de interés zootécnico, haciendo especial énfasis en acaricidas.
2.10. EFECTOS NOCIVOS DEL USO DE ACARICIDAS SINTETICOS

Tolulope et al. (2018) explican que, las causas de estos fendmenos se deben al
uso inapropiado del manejo de productos quimicos que incluyen el uso
de carbamatos, piretroides, formamidinas, organofosforados, y lactonas
macrociclicas, todos los cuales tienen costos asociados, desarrollo de resistencia

y peligros ambientales.

Rocha y Garcia (2008) citados por Culma y Suéarez (2018) difieren que, los
pesticidas en los que encontramos a los acaricidas se clasifican, de acuerdo con el
compuesto activo, en organofosforados, piretrinas, carbamatos (que son
inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa) y los piretroides sintéticos y
organoclorados. Desneux et al. (2007) citados por Culma y Suarez (2018) sefialan
que, en general, para los artrépodos, los acaricidas inducen cambios fisiologicos a
nivel social manifestadas en alteracion del comportamiento, problemas en la
orientacion del alimento, especificamente en los insectos los cambios fisioldgicos

se han reportado en el desarrollo embrionario y la aparicion de mutaciones.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/pyrethroid
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2.10.1. RESISTENCIA

Segun Espinosa y Guzman (2007) consideran que, el esfuerzo para controlar las
garrapatas se ha orientado al uso de acaricidas sintéticos, varios de eéstos
proporcionan alto grado de control del acaro, no obstante, estos acaricidas
presentan serios inconvenientes; pueden promover el progreso de resistencia a su
principio activo en los acaros, son toxicos para los insectos benéficos para el
ecosistema y para el hombre ademas, dejan residuos quimicos en los alimentos de

origen animal que son destinados para consumo humanao.

Schleske et al. (2012) afirman que, el desarrollo de la resistencia a los
garrapaticidas sintéticos ha sido extremadamente rapido, posiblemente porque los
artropodos pueden utilizar los mecanismos que emplean para su defensa contra
diferentes compuestos quimicos; la velocidad con que se desarrolla la resistencia
en una poblacion depende principalmente de la frecuencia inicial de los genes que
le confieren la intensidad de la seleccion, el grado de dominancia de esos genes 'y
la relativa capacidad del genotipo, o sea, la totalidad de la informacién genética que

posee un organismo en particular, en forma de ADN.
2.10.2. CONSECUENCIAS ECOLOGICAS

Los resultados referidos por Asela et al. (2014) afirman que, la contaminacion
ambiental por acaricidas esta dada principalmente por aplicaciones directas en los
cultivos agricolas, lavado inadecuado de tanques, contenedores, filtraciones en los
depdsitos de almacenamiento y residuos descargados y dispuestos en el suelo,
derrames accidentales y el uso inadecuado de los mismos por parte de la poblacion,
asimismo, la union de estos factores induce su distribucion en el ambiente; es asi
como, los restos de estos garrapaticidas se dispersan en él medio ambiente y se
convierten en contaminantes para los sistemas biético y abiético amenazando su
permanencia, estabilidad y representando sin duda algun peligro para la salud
publica.

La distribucion de un acaricida en la biofase (plantas y microorganismos) depende
de la capacidad de absorcién de esta y de la naturaleza del suelo; cuando los

pesticidas ingresan en las cadenas alimentarias se distribuyen a través de ellas, se
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agrupan en cada nicho ecoldgico y se acumulan sucesivamente hasta que alcanzan
una concentracion letal para algun organismo constituyente de la cadena, o bien

hasta que llegan a niveles superiores de la red tréfica (Asela et al., 2014).

En unién de estos factores, los argumentos expuestos por Schleske et al. (2012)
demuestran que, las piretrinas pueden provocar alteraciones de la sensibilidad
cutanea en los trabajadores que se han expuesto a ellas; se conocen casos de
intoxicacion con sintomas tales como adormecimiento, picazén, hormigueo,
sensaciéon de quemazén de la piel y vértigo; no obstante, las observaciones
realizadas en animales de laboratorio, algunos piretroides pueden generar ciertas
manifestaciones de neurotoxicidad, y por otra parte son sumamente toxicos para

los organismos acuaticos.

Estos acaricidas sintéticos generan impacto a gran escala en la reduccién en las
poblaciones de abejas nativas causando por consiguiente un efecto negativo
notable sobre la produccion de alimentos y la biodiversidad vegetal, al respecto, se
ha reportado contaminacion en la miel con residuos de pesticidas, acaricidas los
cuales corresponden principalmente organofosforados (47,5%) y organoclorados
(9,8%) (Culma y Suarez, 2018).



CAPITULO lIl. DESARROLLO METODOLOGICO

3.1. UBICACION

El desarrollo de la presente investigacion se realiz6 en las instalaciones de la
unidad de docencia, investigacion y vinculacion, de la Escuela Superior Politécnica
Agropecuaria de Manabi Manuel Félix Lépez (ESPAM MFL). En el laboratorio de
quimica, de suelo y hato bovino de la carrera de Medicina Veterinaria y en el
laboratorio de bromatologia de la carrera de agroindustria, ubicados en el sitio limon
del canton Bolivar a 000 49°23” de latitud sur 800 11°01” de longitud oeste, a una

altura de 15msnm.

Tabla 2. Condiciones climaticas de Calceta.

Variables Valor

Precipitacién Media Anual 952,0 mm
Temperatura Minima 31,11°C
Temperatura Maxima 20,60 °C

Temperatura Media Anual 25°0 C.

Humedad Relativa Anual 80,0 %
Evapotranspiracién potencial Anual 1490,4mm
Promedio de Evaporacion 103,0mm

Heliofania Anual 1134,9 (horas/sol)

Fuente. Datos tomados de la Estacion meteoroldgica Escuela superior Agropecuaria de Manabi (2021).

3.2. DURACION

El presente estudio se llevd a cabo en el transcurso de 33 semanas, iniciando el 18

de abril del 2022 y concluy6 el 5 de diciembre del mismo afio.
3.3. METODOS Y TECNICAS

La investigacion fue de tipo experimental, apoyado de diferentes métodos y
técnicas que permitieron obtener el extracto vegetal, de esta manera poseer una
nocion oportuna de las variables de estudio, permitiendo un mejor desenvolvimiento
de las metodologias en el desarrollo, manejo y cumplimiento de los objetivos de

una manera sistematizada y ordenada.
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3.3.1. METODOS DE INVESTIGACION

En esta investigacion se utilizaron los métodos inductivo - deductivo, con sus

respectivos andlisis estableciendo la generalizacion adecuada de los objetivos.
3.3.2. METODOS HIPOTETICO- DEDUCTIVO

Es el procedimiento en la que se férmula la hipotesis para solucionar distintos
problemas, contrastando empiricamente estas hipotesis mediante la deduccion de
predicciones que pueden o no cumplirse en la realidad, y modificando las hipétesis

en funcion del resultado obtenido en ese proceso (Gianella, 2017).

3.4. TECNICAS DE INVESTIGACION

Esta investigacion es de nivel relacional en las cuales se utilizaran técnicas de
observacion, técnica de andlisis fisicoquimico y de medicion de parametros las
cuales permitiran la obtencién de datos determinados para la resolucion de la

problematica establecida.
3.4.1. TECNICAS DE OBSERVACION

Para Fabbri (2018) este método es una "lectura légica de las formas" y supone el
ejercicio y "metodologia de la mirada" (deconstruccién y produccion de nueva
realidad), la observacion es un proceso cuya funciéon primera e inmediata es
recoger informacion sobre el objeto que se toma en consideracién, esto implica una
actividad de codificacion. Fabbri (2018) también menciona que, el investigador
hablara también de observacion en oposicién a experimentacion; en tal caso, la
observacion designa esa fase de la investigacion, consistente en familiarizarse con
una situacion o fenomeno determinado, en describirlo, en analizarlo con el fin de
establecer una hipétesis coherente con el cuerpo de conocimientos anteriores ya

establecidos.
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3.4.2. TECNICAS DE ANALISIS FiSICO-QUIMICO

Es una de las técnicas cuyo objetivo es estudiar las relaciones entre propiedades
fisicas y composicion del sistema para establecer interacciones entre los

componentes quimicos (Innotec, 2019).
3.5. FACTOR DE ESTUDIO
Extracto de las hojas de pifion (Jatropha curcas).

3.6. UNIDAD EXPERIMENTAL

Para el desarrollo de esta investigacion se utilizaron 16 cajas de Petri constituidas
por 20 garrapatas como unidad experimental, distribuidas por tratamiento y
repeticiones con un total de 320 garrapatas en fase adulta del género Rhipicephalus

microplus con los extractos correspondientes para el estudio in vitro.

3.7. VARIABLES A MEDIR
3.7.1. VARIABLE INDEPENDIENTE

Extracto de las hojas pifion (Jatropha curcas)

3.7.2. VARIABLES DEPENDENTES
3.7.2.1. FISICO -QUIMICOS

pH

Densidad (g/ml)

indice de refraccion

Acidez oleica (%)
Concentracion de fenoles (%)

3.7.2.2. EFECTO ACARICIDA IN VITRO

Mortalidad de las garrapatas por horas (%)

Supervivencia de garrapatas por horas (%)
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3.8. MANEJO DEL EXPERIMENTO

El procedimiento de la investigacion se llevo a cabo por medio de tres fases. La
primera fase, corresponde a la recoleccidén, deshidratacion, obtencion vy
caracterizacion del extracto de las hojas de pifion (Jatropha curcas), la segunda
fase se baso en la identificacion de bovinos infestados y extraccion de garrapatas
en fase adulta para determinar la eficacia del acaricida in vitro y la tercera fase

consistio en el estudio preliminar in vivo.
3.8.1. RECOLECCION DEL MATERIAL VEGETAL

En lo que respecta a esta fase, se recolectd 4kg de la planta de J. curcas utilizando
las hojas, las cuales fueron deshidratadas a sombra en un lapso de tres semanas,
posteriormente, se utilizé un molino industrial y tamiz para triturar y separar en
distintas fracciones el material vegetal, resultando una reduccién de 5 libras de la

muestra en total.
3.8.2. OBTENCION DEL EXTRACTO

El producto de la molienda y tamizada de las hojas secas se diluyé en agua
destilada y en proporciones 5:100, 7:100 y 9:100 donde, la proporcién 7:100 se
efectué en base a revision bibliografica manifestadas por Tello et al. (2014), la
proporciones solido liquido 5:100 y 9:100 se establecié manera aleatoria.

La extraccion fue sélida- liquida, y se las realizé a través de un equipo de
ultrasonido por un tiempo de 30 minutos para cada extraccion, el extracto acuoso
obtenido se dejo reposar alejado de la luz en vasos de precipitacion, se filtr6 con
papel Whatman y se almaceno en frascos ambar hasta su uso.

3.8.3. ADICION DE EMULSIONANTE GOMA ARABIGA

En los procesos de emulsificacion de extractos se emplea la goma arabiga por ser
un polisacarido complejo que contiene iones calcio, magnesio, propiedades de

solubilidad, evita la oxidacioén y volatilizacién de los compuestos (Duran, 2006).

A continuacion, se detalla el procedimiento realizado:
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Una vez obtenido el extracto acuoso de las hojas de J. curcas filtrado, en un vaso
de precipitacion de 1000 mL se emulsioné empleando un agitador magnético y bala
de teflén, a 3500 RPM y agregando paulatinamente goma arébiga al 1.6% para

cada uno de los tratamientos.

3.8.4. CARACTERIZACION DEL EXTRACTO DE HOJAS

Los parametros que se determinaron fueron: pH, densidad, indice de refraccion,
acidez y concentracion de fenoles. A continuacion, se detalla los procedimientos

realizados.
3.8.4.1. pH

El pH de las muestras obtenidas se las realiz6 a través del método potenciometro
utilizando un medidor electrométrico de PH que funciona mediante un mecanismo
de celda electroguimica (NTE INEN 1087).

El procedimiento realizado fue el siguiente:

En primera instancia se calibré el equipo con buffer pH 4 y 7, posteriormente se
comprobd el correcto funcionamiento del medidor electrométrico de pH,
seguidamente se determind el pH introduciendo los electrodos del medidor
electrométrico de pH en el vaso de precipitacion con la muestra, cuidando que no
toquen las paredes del recipiente, finalmente se procedié a tomar el pH a cada uno

de los extractos obtenidos.
3.8.4.2. DENSIDAD

Para determinar la densidad se empled el método de picnémetros, que se basa en
la diferencia de pesaje entre los picnémetros vacios, con agua y con la muestra
(Pérez et al., 2016).

A continuacion, se detalla el procedimiento utilizado: En primer lugar, mediante una
balanza analitica se realiz6 el pesaje del picnémetro de 50 ml de volumen con una
temperatura de 27 °C el cual obtuvo un peso de 26,8067g vacio, con la muestra
presento un pesaje de 79.2027g y con agua destilada fue de 78,7488g. Finalmente

se determino la densidad mediante la siguiente formula:
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m2—ml

Donde:

p= temperatura del picnbmetro
m3= Peso de picndmetro con muestra

m2= Peso de picndmetro con agua destilada.
m1= Peso de picnémetro vacio.

3.8.4.3. INDICE DE REFRACCION

Vizoso (2020) manifiesta que, es el cociente entre la velocidad de la luz en el vacio
en forma de onda electromagnética y la velocidad de la luz en otro medio diferente;
de esta manera, para determinar el indice de refraccion se calibro el equipo con
una gota de agua destilada en el prisma principal, luego se enfocé en el esquema
gue muestra dos prismas articulados y se coloco la muestra; posteriormente, se
calibro el prisma de refracciébn P2 hasta observar una escala graduada, de esta
manera se enfocé la luz por medio del espejo y se observé un angulo en el lente;
es asi como, se determind por el visor el valor del indice de refraccion que se

registra sobre la escala graduada entre: 1,3y 1,7.
3.8.4.4. PORCENTAJE DE ACIDO OLEICO

La acidez oleica se efectué en base a revisién bibliografica manifestadas por la
INEN (2013), donde se determind la acidez por método volumétrico empleando una
solucion estandarizada de hidroxido de sodio, usando fenolftaleina como indicador

de reaccion acido-base.
A continuacion, se detalla el procedimiento realizado:

Se pes6 5g de la muestra en un matraz Erlenmeyer y posteriormente se disolvié en
50 ml con alcohol y éter etilico, se agreg6 3 gotas del indicador fenolftaleina al 1%,
y desde la bureta dejar caer lentamente la solucion 0.1 N de hidréxido de sodio
estandariza hasta conseguir en la muestra un color rosado que persista durante

30s. Se anoto el consumo gastado en la titulacién de hidroxido. Finalmente se midio
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la cantidad de agente titulante gastado (o gasto de bureta) y se utilizé la normalidad
de la sustancia, no obstante, se evidencio un color rosa lo cual indico presencia de

reaccion acido-base.

3.8.4.5. CONCENTRACION DE FENOLES

La concentracion de fenoles totales para las tres soluciones obtenidas se determiné
mediante espectrofotometria UV visible empleando el método de Folin-Ciocalteu

usando acido galico como material de referencia (Gutiérrez et al., 2008).

A continuacién, se detalla el procedimiento de la determinacién de concentracién

de fenoles y curva de calibracion:

Se prepardé una disolucién patron de acido galico de 0.1g/L, para lo cual se peso en
una balanza analitica 0.01g en 100 ml de agua destilada y se coloc6 en un matraz
aforado de 25 ml, de la misma manera se prepar6 una disolucion de carbonato de
sodio al 20%, pesando 5 gramos de carbonato de sodio en un matraz aforado de

25 ml, inicialmente se disolvié en 15 ml de agua destilada.

Por otro lado, se prepard una disolucion 1N del reactivo de Folin-Ciocalteu por
medio de una dilucion 1:2 de reactivo comercial (2N) en agua destilada; el reactivo
se protegid de la luz y se coloco en refrigeracion hasta su uso, se tomaron 2 ml de
cada extracto, se colocaron en un matraz erlenmeyer y se les agreg6 20 ml de agua
destilada y se agitd; seguidamente, se tomaron 0,5 ml de cada una de estas
disoluciones y se mezclaron con 0,75 ml de reactivo dejando en reposo a

temperatura ambiente por cinco minutos.

Posteriormente se agregd 0,75 ml de carbonato de sodio al 20 %. Se agitd
fuertemente para luego dejar reposar durante 90 min a temperatura ambiente.
Después de un barrido espectral se midido la absorbancia a 610 nm en el
espectrofotometro. Este procedimiento se realizé para el blanco, estandares y
muestras, simultdneamente se realiz6é un barrido de la absorbancia a las muestras
cuya longitud de onda fue de 610 nm; una vez obtenidos los valores de absorcion
se procedi6 a utilizar la curva de calibracion con la finalidad de cuantificar los

fenoles totales (figura 1) y relacionar los valores de absorbancias en funcion de la
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concentracion de los estandares y las muestras a través del método de los minimos

cuadrados.

Se encontro la recta de calibrado ajustada a una serie de “n” puntos experimentales,
definido por una variable “x” (variable independiente, concentracion del extracto) y
una variable “y” (variable dependiente, absorbancia). La recta de calibrado se
definié por una ordenada al origen (b) y una pendiente (m), mediante la ecuacion y
= mx + b. Conjuntamente, los datos experimentales permitieron calcular y justificar
la linealidad mediante el coeficiente de determinacion (R?), este ultimo fue mayor a
0,995. En las mediciones de la absorbancia, la respuesta instrumental se interpolé
con la recta de calibracidn, obteniéndose concentraciones de 4.1, 4.24 y 4.3 % de

fenoles en el extracto de hojas de pifion.

3.8.5. EVALUACION DEL EFECTO ACARICIDA IN VITRO DE LAS
CONCENTRACIONES DEL EXTRACTO

3.8.5.1. IDENTIFICACION Y EXTRACCION DE GARRAPATAS EN BOVINOS

Se identificaron bovinos infestados de garrapatas en fase adulta procedentes del
hato bovino de la ESPAM- MFL. Una vez ubicados los bovinos en la manga del
hato se procedio a extraer los ectoparasitos de forma manual, con el uso de guantes
y con medidas preventivas para evitar dafios en sus estructuras, la totalidad de los
especimenes fueron de 320 garrapatas que fueron colocadas en un recipiente de
vidrio adecuado para su traslado en un lapso de cinco minutos hasta el UDIV
Laboratorio de Quimica, ubicado en la Carrera de Medicina Veterinaria de la
ESPAM-MFL. En el laboratorio se revisaron cada una para desechar las muertas o

mutiladas sustituyéndolas en caso de ser necesario.
3.8.5.2. APLICACION DE TRATAMIENTOS Y REPETICIONES

En el laboratorio se pesaron y formaron grupos homogéneos de 20 garrapatas en
fase adulta por tratamientos y repeticiones las cuales fueron empleadas en 16 cajas
de Petri en total. Teniendo en cuenta a Lopera et al. (2017) la exposicion de las
garrapatas a los extractos, se realizé6 mediante la prueba de inmersion de adultas

(AIT) “Adult Inmersion Test” por sus siglas en inglés. Seguidamente se deposité 3
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ml de la dilucion del extracto, las cuales se sumergieron completamente,
permaneciendo durante 10 minutos completado este tiempo, se eliminara la

totalidad del extracto.

A continuacién, las cajas de Petri se rotularon y fueron colocadas en una
incubadora a una temperatura de 28 a 30°C y humedad relativa de 72 a 80%. La
lectura de mortalidad de las garrapatas se realizé a los 24, 48, 72 y 96 h. Se
consideraron como garrapatas muertas, aquellas que presentaron ausencia de
movimientos en sus extremidades y una tonalidad diferente. Se llevé a cabo
observaciones periodicas y se realizaron seguimiento de los datos; hasta el punto
de poder calcular la eficacia de los extractos naturales en la supervivencia y

mortalidad de las garrapatas (Rodriguez y Pulido, 2015).
3.8.6. ESTUDIO PRELIMINAR IN VIVO

Se identificaron tres bovinos infestados de garrapatas, procedentes de la finca Don
Rosero ubicada en el sitio Andarieles del canton Junin, posteriormente se colocaron
los bovinos en un manga para realizar el conteo de garrapatas en dos zonas
corporales: Dorsal anterior (cuello) y ventral posterior (genitales), se aplico el T2
con la concentracion de (4.24%), del extracto de hojas de Jatropha curcas que fue
la que presentdé mayor efecto acaricida in vitro por aspersion, en las dos areas
corporales antes mencionadas (mas prominentes a la infestacion) en dosis de 1L
por animal, mediante una ficha de observacién se analiz6 la actividad garrapaticida

mediante mortalidad y supervivencia de los especimenes por 24, 48, 72 y 96 horas.
3.9. DISENO EXPERIMENTAL

Para esta investigacion se utilizé un disefio completamente al azar (DCA) con un
total de tres tratamientos mas testigo, con cuatro repeticiones, el modelo

matematico es el siguiente:
Yiik =1+ a;+ &5 [2]
Donde:

Y;ji= Es la j-ésima observacion de la i-€sima poblacion
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u= Media general
a;= Efecto del i-ésimo tratamiento

&, = Error experimental

Para lo cual se aplico el siguiente esquema del ADEVA (tabla 3)

Tabla 3. Esquema ADEVA.

Fuente de variacién Grados de libertad
Total 15
Tratamiento 3
Error experimental 12

A continuacion, se detallan los tratamientos:

TO: Amitraz al 20.8%.

T1: Extracto de las hojas de Jatropha curcas (pifion) al 4.1% de concentracion.
T2: Extracto de las hojas de Jatropha curcas (pifién) al 4.24 % de concentracion.

T3: Extracto de las hojas de Jatropha curcas (pifidn) 4.3 % de concentracion.
3.10. ANALISIS ESTADISTICO

La recoleccion de los datos obtenidos se registré en el software Microsoft Excel
(2016), el analisis estadistico se realizé en el paquete InfoStat (2020), se efectud
los supuestos de ANOVA (normalidad y homogeneidad de varianza); para las
variables con normalidad se utilizé un DCA con prueba de Tukey al 5% de
probabilidad y para las variables que no cumplen con los supuestos se utilizo el test
de Kruskal-Wallys y se separé las medianas por pares, se presentaron las tablas

con promedio y desviacion estandar.



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. DETERMINACION DE TRES NIVELES DE CONCENTRACION
DE FENOLES EN EL EXTRACTO DE Jatropha curcas

Los Resultados del ajuste lineal por el método de los minimos cuadrados, para cada
una de las muestras permitié obtener la ecuacion:y = 0,2478x — 0,1694 y el valor

para el coeficiente de determinacion: R? = 0,9946 .

A la vista del resultado analitico (figura 1) podemos afirmar que, el ajuste del modelo
es bueno, ya que el valor de R2 = 0,9946 es cercano al nimero uno, en concreto,
el porcentaje de variabilidad de la variable y respecto a su media, es explicado por
el modelo de regresion ajustado; por lo tanto, el modelo lineal es el adecuado para
describir la relacion que existe entre variables. También se puede visualizar que la
curva lineal esta muy cercana de los puntos medidos lo cual indica que, por efecto,

las variables pueden ser representadas linealmente.

Los resultados del andlisis de la varianza para regresion del paquete estadistico
InfoStat (anexo 8-B) evidencié que, la regresion lineal es la que mejor se ajusta con
un p-valor<0.05, demostrando que, si existe una asociacion de tipo lineal entre las
variables absorbancia y concentracién, lo cual valida que el modelo utilizado en la

curva de calibracién (figura 1) es el correcto.

En la determinacién de los tres niveles de concentracion para las muestras del
extracto de las hojas de pifion, la curva de calibracion establecié por efecto de

absorbancia los siguientes: 4.1, 4.24 y 4.3% de fenoles.

1,20
1,00 y=0,2478x-0,1694
R?*=0,9946

0,80
P-valor: 0,00016

0,60
0,40
0,20

0,00
0 1 2 3 4 5 6

g/L acido galico

Absorbancias

Figura 1. Curva de calibracion para determinar fenoles en el extracto de Jatropha curcas
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Estos resultados difieren, a los expresados por Cruz (2020), donde se determind la
concentracion de fenoles totales presentes en extractos vegetales como Salvia
officinalis desarrollado mediante el método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu
usando el acido gélico como material de referencia en el que se obtuvo una

concentracion variada desde 0.2492 g/L hasta 1.5032 g/ L.

4.2. CARACTERIZACION DE LOS PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS
DEL EXTRACTO

En la tabla 4, se muestran los resultados relacionados al analisis de las medias de
la caracterizacion de los pardmetros fisicos-quimicos del extracto, en donde se
puede visualizar que hubo diferencias significativas en la variable de pH entre todos
los tratamientos. EI T2 (6,60 + 0,29) presenté un mayor nivel de pH y ostentd
diferencias significativamente (p<0,05) en comparacion a los demas tratamientos;
mientras que, el T1 (5,10 + 0,08) y T3 (5,92 £ 0,58) mostraron los menores niveles
de pH y no difirieron entre ellos, destacando que el parametro pH obtuvo diferencias
significativas en comparacion con los demas parametros fisicos-quimicos

evaluados.

Los resultados de la variable densidad en relacion al analisis de las medias se
puede observar que, no existe diferencias estadisticas (p>0,05) entre tratamientos,
sin embargo, se encontré que el mayor valor de densidad lo obtuvo el T3 (1,06 +
0,04); seguido por el T2 (1,03 + 0,04); por ultimo, el valor que menor densidad
presento fue el T1 (1,02 + 0,01).

Los resultados del parametro indice de refraccion referente al andlisis de las medias
presentados en la tabla 4, donde se puede observar que, no existe unas diferencias
significativas (p>0,05) entre tratamientos; no obstante, se hall6 que el T2 (1,35 +
0,01) fue el que ostenté mayor indice de refraccion; seguido por el T3 (1,34 £+ 0,01);

por ultimo, el menor indice de refraccion lo obtuvo el T1 (1,33 + 0,02).

Los resultados del andlisis de medias de la variable acidez como se puede observar
en la tabla 4, no existe diferencias significativas (p>0,05) entre tratamientos, sin

embargo, se encontré que el mayor valor de acidez lo obtuvo el T3 (0,88 + 0,03);
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mientras que, el T2 (0,87 + 0,07) y el T1 (0,87 £ 0,05) presentaron los menores

valores de acidez.

Tabla 4. Caracterizacion de extracto de las hojas de pifion

Tratamiento pH Densidad G/MI indice de Refraccion Acidez
T141% 5,10 (£0,08) B 1,02 (x0,01) 1,33 (20,02) 0,87 (£0,05)
T2 4.24% 6,60 (£0,29) A 1,03 (£0,04) 1,35 (20,01) 0,87 (x0,07)
T34.3% 5,92 (£0,58) B 1,06 (£0,04) 1,34 (20,01) 0,88 (+0,03)
P valor 0,0012 0,1923 0,2084 0,9791
E.E 1,2922 0,0098 0,0020 0,0993

Nota: Promedio con letras distintas en la columna, difieren significativamente segln la prueba de tukey al 5% de
probabilidad, n. s. No significativo. P valor Diferencia significativa al 5% * Diferencia altamente significativa al 1%**. E.E.
Error estandar

Desde la perspectiva de Lafargue (2012), las composiciones fisicoquimicas del
pifidn (Jatropha curcas) varia en relacion a la estructura de la planta, su densidad
e indice de refraccion suele ser la misma, no obstante, el pH y el indice de acidez

suele variar por las partes de la planta o el tipo de procesamiento que le realicen.

Como tal, no se han ampliado antecedentes investigativos sobre las composiciones
fisicoquimicas de la hoja del pifion (Jatropha curcas), generalmente estos
parametros son empleados hacia investigaciones relacionadas a la extracciéon de
aceites para el uso de combustibles y estudios de actividad para el control de plagas
como el de Cordova (2014). Sin embargo, los indices del aceite con 4,6 de pH, 0,90
de densidad y 0,80 de acidez mantienen parametros similares a los presentados en
estudio en relacion a las hojas de la planta (Soca et al., 2018).

4.3. EVALUACION IN VITRO DEL EXTRACTO DE LAS HOJAS DE
PINON (Jatropha curcas) EN LAS GARRAPATAS DEL GANADO
BOVINO

4.3.1 MORTALIDAD Y SUPERVIVENCIA DE GARRAPATAS IN VITRO A
LAS 24 HORAS.

En la tabla 5, se muestran los resultados referente a las medias de mortalidad de
garrapatas entre tratamientos, en donde se visualiza que, hubo una diferencia
significativa (P <0,05) entre todos los tratamientos y el T2 (17,75 % 0,50) present6

la mayor mortalidad y ostento diferencias significativas (P <0,05) en comparacion a
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los demas tratamientos; mientras que, el TO y T1 mostraron la menor mortalidad y
no difirieron entre ellos, a la vez que, el T1 (13,25 + 0,96) no difiere del T3 (15,25 £
0,96).

Los resultados de la supervivencia de garrapatas a las 24 horas, se puede observar
que, hubo diferencias significativas (P<0,05) entre todos los tratamientos y el T2
(2,25 £ 0,50) obtuvo el menor valor de supervivencia y presentd diferencias
significativas (P<0,05) en comparacion a los demas tratamientos, mientras que, el
TO y el T1 obtuvieron los mayores valores de supervivencia y no difirieron entre
ellos, a la vez que, se pudo observar que el T1 (6.75 + 0,96) no difiere del T3 (4,75
+ 0,96).

Tabla 5. Mortalidad y supervivencia de garrapatas in vitro a las 24 horas

Tratamientos Variables
Mortalidad Supervivencia

TO Amitraz 20.8% 12,25 (£1,26) C 7,75 (£1,26) C
T141% 1325(+0,96) B C 6,75 (+0,96) B C
T2 4.24% 17,75 (£0,50) A 2,25(x0,50) A
T343% 15,25 (£0,96) B 4,75 (+0,96) B

p-valor <0,0001 <0,0001

E.E. 11,0000 11,0000

Promedio con letras distintas en la columna, difieren significativamente segun la prueba de tukey al 5% de probabilidad;
n.s. No significativo. *Diferencia significativa al 5%** Diferencia altamente significativa al 1%. E.E. Error estandar

Estos datos se asemejan con lo de Soca et al (2018), los cuales muestran los
porcentajes de repelencia para las sustancias evaluadas a las 2, 4, 8, 16 y 24 horas
respectivamente, los cuales fueron superiores a los 89% para los aceites de J.

curcas, esto se debe a los componentes quimicos que contiene el aceite.

4.3.2. MORTALIDAD Y SUPERVIVENCIA DE GARRAPATAS A LAS 48
HORAS

En la tabla 6, se muestran los resultados relacionados a las medias de mortalidad
de garrapatas entre tratamientos, en donde se visualiza que, hubo diferencias
significativas (P<0,05) entre todos los tratamientos y el T2 (18,75 + 0,50) ostento el
mayor valor de mortalidad de garrapatas; el mismo que, no difiere del T3 (17,25 £
0,50) mientras que, el TO (13,00 £ 1,63) y T1 (15,75 £ 0,96) presentaron el menor
valor de mortalidad y difirieron estadisticamente entre ellos; a la vez que, el T1 no
difiere del T3.
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Los resultados de la supervivencia de garrapatas a las 48 horas, en lo referente al
analisis de las medias, se observar que, hubo diferencias significativas entre todos
los tratamientos, en donde el T2 (1,25 £ 0,50) y T3 (2,75 = 0,50) lograron el menor
valor de supervivencia de garrapatas y no difirieron entre ellos; mientras que, el TO
y el T1 fueron los que presentaron mayor valor de supervivencia y difirieron

estadisticamente entre si, a la vez que, el T1 no difiere del T3.

Tabla 6. Mortalidad y supervivencia de garrapatas in vitro a las 48 horas

Tratamientos Variables
Mortalidad Supervivencia

TO Amitraz 20.8% 13,00(x1,63) C 7,00(x163) C
T14.1% 15,75(£0,96) B 4,25(+0,96) B
T2 4.24% 18,75(x0,50) A 1,25(£0,50) A
13 4.3% 17,25 (£0,50) AB 2,75(x050) A B
p-valor <0,0001 <0,0001

E.E. 12,2500 12,2500

Promedio con letras distintas en la columna, difieren significativamente segun la prueba de tukey al 5% de
probabilidad;n.s. No significativo. *Diferencia significativa al 5%; ** Diferencia altamente significativa al 1%. E.E. Error
estandar.

Un ejemplo de lo explicado anteriormente es el estudio de Rodriguez y Pulido
(2016), donde se observo una mortalidad acumulada en aumento con el tratamiento
con extracto vegetales (Morus alba) desde las 48 hasta las 96 post- aplicacion, en
el extracto puro y sus diluciones. El extracto puro de morera mostré una mortalidad
de 73,3 % en garrapatas adultas, evaluadas a nivel in vitro a diferencia de los demas

tratamientos.

4.3.3. MORTALIDAD Y SUPERVIVENCIA DE GARRAPATAS IN VITRO A
LAS 72 HORAS

En latabla 7, se muestran los resultados relacionados con las medias de mortalidad
de garrapatas entre tratamientos, en donde se visualiza que, hubo diferencias
significativas (P<0,05) entre todos los tratamientos y el T2 (19,75 £0,50) se puedo
observar una mayor mortalidad de garrapatas, el mismo que, no difiere del T3
(18,50 + 0,58), mientras que, el TO (16,25 +0,96)y T1 (17,50 +0,58) presentaron la
menor mortalidad y no difirieron entre ellos; a la vez que, el T1 no difiere del T3.

Los resultados de la supervivencia de garrapatas a las 72 horas, en relacion al

analisis de las medias, se puede visualizar que hubo diferencias significativas
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(P<0,05) entre todos los tratamientos y el T2 (0,25 £ 0,50) present6 el menor valor
de supervivencia; el mismo que, no difiere del T3; mientras que, el TO y el T1
presentaron mayor supervivencia y no difirieron entre ellos, a la vez que, el T1 (2.50
*+ 0,58) no difiere del T3 (1,50 £ 0,58).

Tabla 7. Mortalidad y supervivencia de garrapatas in vitro a las 72 horas

Tratamientos Variables
Mortalidad Supervivencia

TO Amitraz 20.8% 16,25 (+0,96) C 3,75(x0,96) C
T14.1% 17,50 (+0,58) BC 2,50(x0,58) BC
T2 4.24% 19,75 (+0,50) A 0,25 (£0,50) A
T34.3% 18.50 (+0,58) AB 1,50 (+0,58) AB

p-valor 0,0001 0,0001

E.E. 5,5000 5,5000

Promedio con letras distintas en la columna, difieren significativamente segun la prueba de tukey al 5% de probabilidad;
n.s. No significativo. *Diferencia significativa al 5%; ** Diferencia altamente significativa al 1%. E.E. Error estandar.

Estos resultados son similares al estudio realizado por Rodriguez y Garcia (2017),
en donde se demostrd que la eficacia del producto sintético amitraz, revelo valores
inferiores con relacion a los demas acaricidas evaluados, y mostré una mortalidad
sumamente baja (38.5%) presentando una eficacia minima aceptada

internacionalmente, la cual debe ser igual o mayor de 90%.

4.3.4. MORTALIDAD Y SUPERVIVENCIA DE GARRAPATAS A LAS 96
HORAS

En la tabla 8, se aprecian los resultados relacionados a las medias de mortalidad
de garrapatas entre tratamientos, en donde se puede observar que, el T2 (20,00 £
0,00) ostentd el mayor valor de mortalidad de garrapatas y presentd diferencias
significativas (P<0,05) en comparacioén a los otros tratamientos; mientras que, el TO
y T1 obtuvieron menor mortalidad y no difieren entre ellos, a la vez que, el TO (18,25
* 0,50) no difiere del T3 (18,75 = 0,50).

Los resultados de la supervivencia de garrapatas a las 96 horas, en relacion al
analisis de las medias, evidencié que hubo diferencias significativas entre todos los
tratamientos y el T2 (0,00 + 0,00) logré la menor supervivencia y presento
diferencias significativas (P<0,05) en comparacién a los demas tratamientos,

mientras que, el TO (1,75 + 0,50) y T1 (2,25 = 0,50) obtuvieron mayor valor de



34

supervivencia y no difirieron entre ellos; a la vez que el TO (1,75 £ 0,50) no difiere
del T3 (1,25 £0,50).

Tabla 8. Mortalidad y supervivencia de garrapatas in vitro a las 96 horas

Tratamientos Variables
Mortalidad Supervivencia
TO Amitraz 20.8% 18,25 (+0,50) BC 1,75 (£0,50) BC

T141% 17,75(20,50) C 2,25 (+0,50) C
T2 4.24% 20,00 (£0,00) A 0,00 (x0,00) A
T34.3% 18,75(+0,50) B 1,25 (£0,50) B

p-valor 0,0001 0,0001

E.E. 2,2500 2,2500

Promedio con letras distintas en la columna, difieren significativamente segun la prueba de tukey al 5% de probabilidad;

n.s. No significativo. *Diferencia significativa al 5%; ** Diferencia altamente significativa al 1%. E.E. Error estandar.

En investigaciones aplicadas en Ecuador como la de Lépez (2020) se observo que,
los tratamientos a las 96 horas post-aplicacion obtuvieron un mayor porcentaje de
mortalidad de Rhipicephalus microplus, en el tratamiento de un extracto acaricida a
base de ruda con dosis de 100ml/L present6 un promedio del 50% de mortalidad y
la dosis de 50ml/L presentdé mortalidad con el 33,33%. En estudios similares
realizados por Sanis et al. (2012), reportaron que la eficacia de un extracto de las
hojas de Jatropha curcas inhiben la eclosion de los huevos puestos por garrapatas
tratadas y podria atribuirse a la presencia de sus principios activos como la flavona
y apigenina que causan una disminucién en el nivel de ecdisteroide activo al inhibir

la enzima P450.

4.4. ESTUDIO PRELIMINAR IN VIVO DEL EXTRACTO DE LAS
HOJAS Jatropha curcas AL 4.24% DE CONCENTRACION

44.1. MORTALIDAD Y SUPERVIVENCIA DE GARRAPATAS
EVALUADAS POR HORAS

Se aplico una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallys, a las variables mortalidad
y supervivencia evaluadas por horas, las cuales no cumplieron con los supuestos
de normalidad y homogeneidad de varianza, con la finalidad de medir la eficacia
del extracto de las hojas de Jatropha curcas al 4.24% de concentracion a traves de

un estudio preliminar in vivo aplicado al ganado bovino.
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En la tabla 9, se puede observar los resultados relacionados a las medias de
mortalidad de garrapatas entre horas, donde se evidencio que, no existe diferencias
estadisticas (p>0,05) entre las horas evaluadas, sin embargo, se encontré que el
mayor valor de mortalidad se obtuvo a las 96h (249,67 + 112,96); seguido por las
72h (244,33 £ 108,97), por ultimo, los valores que menor mortalidad de garrapatas
presentaron fueron a las 24 (200,00 + 100,50) y 48 horas (226,33 + 115,33) post

aplicacion.

Los resultados de la variable supervivencia de garrapatas, en relacion al analisis de
las medias, en donde se visualiza que, hubo diferencias significativas (P<0,05)
entre todas las horas evaluadas y a las 96h (6,67 £ 0,58), obtuvo el menor valor de
supervivencia de garrapatas y presentd diferencias significativas (P<0,05) en
comparaciéon en comparacion a las demas horas; el mismo que, no difiere de las
72h (10,00 +1,00), mientras que, a las 24h (56,33 + 11,93) y 48h (30,00 + 6,08)
ostentaron mayor supervivencia y no difirieron entre ellos; a la vez que a las 48h
(30,00 £ 6,08) no difiere de las 72h (10,00 £1,00).

Tabla 9. Estudio preliminar in vivo de las variables Mortalidad y supervivencia de garrapatas evaluadas por horas.

Variables

Horas Mortalidad Supervivencia
24 200,00 (+100,50) 56,33 (£11,93) C
48 226,33 (£115,33) 30,00 (£6,08) BC
72 244,33 (£108,97) 10,00 (£1,00) AB
96 249,67 (£112,96) 6,67 (£0,58) A
p-valor 0,3916 0,0153
E.E. 27,6050 6.1903

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Los resultados expuestos se asemejan a los manifestados por Lopera et al. (2017),
en la cual se reveld una reduccion en el porcentaje de postura de Rhipicephalus
(Boophilus) de hasta el 90% cuando son tratadas con extracto vegetal a partir de
las hojas de Jatropha, aunado a esto, varios estudios han sido conducidos a
soportar la idea de que esta planta posee un amplio espectro de accidon con
actividad garrapaticida e insecticida.



CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES.

Los parametros fisico-quimicos obtenidos en la caracterizacion del extracto de la
hoja de Jatropha curcas no presento diferencias significativas al (p>0,05) en las
variables de densidad, indice de refraccidon y acidez en comparacion con la variable
del pH, en donde el T2 se diferencio estadisticamente de los demas tratamientos,
de esta manera se determind que la dilucion 7:100 para la extraccion sélida liquida
por ultrasonido del extracto acuoso, si influyo en el pH y por lo tanto en su actividad

acaricida.

Se determind mediante ensayos in vitro que el extracto de la hoja de pifion
(Jatropha curcas) con una concentracion al 4.24% correspondiente al T2 presento
mayor mortalidad de garrapatas a las 96 horas post-aplicacion a diferencia del
tratamiento testigo (amitraz), demostrando que los productos quimicos utilizados
en el control de ectoparasitos, han disminuido su efectividad debido a la resistencia

que estos generan.

El extracto de las hojas de Jatropha curcas al 4.24% de concentracion aplicado en
un estudio preliminar in vivo al ganado bovino, evidencié que, el extracto de pifidn
presenta efectos acaricidas en el control de garrapatas y no hubo diferencias
estadisticas (p>0,05) en las medias de mortalidad de garrapatas entre las horas
evaluadas, sin embargo, se encontré que el mayor valor de mortalidad se obtuvo a

las 96 horas.
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5.1. RECOMENDACIONES

Los resultados obtenidos referentes a la caracterizacion del extracto acuoso
obtenido de las hojas de pifidn (Jatropha curcas) sirvan de base para adquirir
conocimientos y herramientas para posteriores estudios en relacion el campo

tedrico-practico de la medicina veterinaria.

Dado que la problemética mas critica detectada en este estudio es el desarrollo de
resistencia a los acaricidas sintéticos, el impacto ambiental y los residuos nocivos
en la carne y leche, se deben emplear esfuerzos para concienciar a los productores
sobre la importancia de controlar y minimizar estos factores con la finalidad de
adquirir alternativas ecologicas, basadas en plantas que sustituya los productos
quimicos y garantice eficacia, baja toxicidad que permitan mejorar el nivel de

produccion en las ganaderias bovinas y el medio ambiente.

Se hace necesario consolidar o realizar estudios de garrapaticidas in vivo en
concentraciones superiores al 4.24% del extracto de las hojas de Jatropha curcas
(pifidn) para obtener mejores resultados en cuanto al control de garrapatas en

bovinos.
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Anexo N° 1. Obtencién de extracto de las hojas de Jatropha curcas.

Anexo 1-A. Recoleccion de las hojas de pifion.

Anexo 1-C. Molienda y tamizado.
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Anexo N° 2. Caracterizacion del extracto de las hojas de pifion

Anexo 2-A. Determinacion del pH
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Anexo 2-D. Determinacion de la acidez oleica

Anexo N° 3. Aplicacién del tratamiento in vitro de las diferentes concentraciones

Anexo 3-A. Extracciéon de garrapatas




Anexo 3-B. Pesaje y distribucion de las unidades experimentales

Anexo N° 4. Estudio preliminar in vivo

Anexo 4-A.Inspeccion de garrapatas
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Anexo 4-B. Aplicacién del tratamiento (T2)

Anexo N° 5. Supuesto de homogeneidad de varianza mediante el Test Levene

Anexo 5-A. Test Levene para la variable pH.
RABS PH

Variable N R?2 R2 Aj CVv
RABS PH 12 0,3435 0,1976 92,5159

Cuadro de Anéalisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,2195 2 0,1097 2,3548 0,1505
TRATAMIENTO 0,2195 2 0,1097 2,3548 0,1505
Error 0,4194 9 0,04606

Total 0,6389 11
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Anexo 5-B. Test Levene para la variable Densidad.
RABS DENSIDAD G/ML

Variable N R? R? Aj CVv
RABS DENSIDAD G/ML 12 0,2801 0,1201 72,5031

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,0010 2 0,0005 1,7506 0,2279
TRATAMIENTO 0,0010 2 0,0005 1,7506 0,2279
Error 0,0025 9 0,0003
Total 0,0035 11

Anexo 5-C. Test Levene para la variable indice de refraccion.

RABS INDICE DE REFRACION

Variable N R? R2? Aj Ccv
RABS INDICE DE REFRACION 12 0,3347 0,1869 76,9371

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,0003 2 0,0001 2,2642 0,1598
TRATAMIENTO 0,0003 2 0,0001 2,2642 0,1598
Error 0,0005 9 0,0001
Total 0,0008 11

Anexo 5-D. Test Levene para la variable Acidez.
RABS ACIDEZ

Variable N R?2 R? Aj CVv
RABS ACIDEZ 12 0,3082 0,1545 61,3336

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,0089 2 0,0044 2,0050 0,1905
TRATAMIENTO 0,0089 2 0,0044 2,0050 0,1905
Error 0,0199 9 0,0022
Total 0,0288 11

Anexo 5-E. Test Levene para la variable mortalidad evaluada a las 24 horas
RABS MORTALIDAD

Variable N R?2 R2 Aj CVv
RABS MORTALIDAD 16 0,1636 0,0000 71,1960

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,5625 3 0,1875 0,7826 00,5262
TRATAMIENTO 0,5625 3 0,1875 0,7826 0,5262
Error 2,8750 12 0,2396

Total 3,4375 15




Anexo 5-F. Test Levene para la variable supervivencia evaluada a las 24 horas

RABS SUPERVIVENCIA

Variable N R?2 R2 Aj CV
RABS SUPERVIVENCIA 16 0,1636 0,0000 71,1960

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,5625 30,1875 0,7826 0,5262
TRATAMIENTO 0,5625 3 0,1875 0,7826 00,5262
Error 2,8750 12 0,2396
Total 3,4375 15

Anexo 5-G. Test Levene para la variable mortalidad evaluada a las 48 horas

RABS MORTALIDAD

Variable N R? R2? Aj Ccv
RABS MORTALIDAD 16 0,1875 0,0000 101,9804

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 1,1250 3 0,3750 00,9231 0,4592
TRATAMIENTO 1,1250 3 0,3750 00,9231 0,4592
Error 4,8750 12 0,40063
Total 06,0000 15

Anexo 5-H. Test Levene para la variable supervivencia evaluada a las 48 horas

RABS SUPERVIVENCIA

Variable N R? R?2 Aj Ccv
RABS SUPERVIVENCIA 16 0,1875 0,0000 101,9804

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 1,1250 3 0,3750 0,9231 0,4592
TRATAMIENTO 1,1250 30,3750 0,9231 0,4592
Error 4,8750 12 00,4063
Total 66,0000 15

Anexo 5-I. Test Levene para la variable mortalidad evaluada a las 72 horas

RABS MORTALIDAD

Variable N R? R? Aj Cv
RABS MORTALIDAD 16 0,3016 0,1270 45,0554

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,2969 3 0,0990 1,7273 0,2145
TRATAMIENTO 0,2969 3 0,0990 1,7273 0,2145
Error 0,6875 12 0,0573

Total 0,9844 15




Anexo 5-J. Test Levene para la variable supervivencia evaluada a las 72 horas

RABS SUPERVIVENCIA

Variable N R?2 R2 Aj CV
RABS SUPERVIVENCIA 16 0,3016 0,1270 45,0554

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,2969 3 0,0990 1,7273 0,2145
TRATAMIENTO 0,2969 3 0,0990 1,7273 0,2145
Error 0,6875 12 0,0573
Total 0,9844 15

Anexo 5-K. Test Levene para la variable mortalidad evaluada a las 96 horas

RABS MORTALIDAD

Variable N R? R2? Aj Ccv
RABS MORTALIDAD 16 0,4286 0,2857 76,9800

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,4219 3 0,1406 3,0000 0,0728
TRATAMIENTO 0,4219 3 0,1406 3,0000 0,0728
Error 0,5625 12 0,0469
Total 0,9844 15

Anexo 5-L. Test Levene para la variable supervivencia evaluada a las 96 horas

RABS SUPERVIVENCIA

Variable N R?2 R? Aj CVv
RABS SUPERVIVENCIA 16 00,4286 0,2857 76,9800

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,4219 3 0,1406 3,0000 0,0728
TRATAMIENTO 0,4219 3 0,1406 3,0000 0,0728
Error 0,5625 12 0,0469
Total 0,9844 15

Anexo N° 6. Supuesto de normalidad.
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Anexo 6-A. Prueba de Shapiro-Wilks para las variables fisicos —quimicos pH,

densidad, indice de refraccion y acidez.

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
RDUO pH 12 5,87 0,34 0,9710 0,9290
RDUO DENSIDAD 12 1,04 0,03 0,9465 0,7166
RDUO INDICE DE REFRACION 12 1,34 0,01 0,9089 0,3438

RDUO ACIDEZ 12 0,87 0,10 0,9441 0,6941
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Anexo 6-B. Shapiro-Wilks para las variables mortalidad y supervivencia evaluadas

a las 24 horas

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
RDUO MORTALIDAD 16 14,63 0,86 0,9159 0,2974
RDUO SUPERVIVENCIA 16 5,38 0,86 0,9159 0,2974

Anexo 6-C. Shapiro-Wilks para las variables mortalidad y supervivencia evaluadas

a las 48 horas
Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
RDUO MORTALIDAD 16 16,19 0,90 00,9650 0,8702
RDUO SUPERVIVENCIA 16 3,81 0,90 00,9656 0,8702

Anexo 6-D. Shapiro-Wilks para las variables mortalidad y supervivencia evaluadas

alas 72 horas

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
RDUO MORTALIDAD 16 18,00 0,61 0,8785 0,0774
RDUO SUPERVIVENCIA 16 2,00 0,61 0,8785 0,0774

Anexo 6-E. Shapiro-Wilks para las variables mortalidad y supervivencia evaluadas
a las 96 horas

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
RDUO MORTALIDAD 15 18,69 0,39 0,9005 0,1778
RDUO SUPERVIVENCIA 15 1,31 0,39 0,9005 0,1778

Anexo N° 7. Andlisis estadisticos de la caracterizacion del extracto

Anexo 7-A. Andlisis estadistico de la variable pH.

PH
Variable N R? R? Aj Cv
PH 12 00,7774 0,7279 6,4515

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 4,5131 2 2,2565 15,7165 0,0012
TRATAMIENTO 4,5131 2 2,2565 15,7165 0,0012
Error 1,2922 9 0,14306

Total 5,8053 11
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Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,74807
Error: 0,1436 gl: 9
TRATAMIENTO Medias n E.E.

2 6,60 4 0,1895 A
3 5,92 4 0,1895 B
1 5,10 4 0,1895 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

ANEXO 7-B. Andlisis estadistico de la variable Densidad.

DENSIDAD G/ML

Variable N R?2 R2 Aj CV
DENSIDAD G/ML 12 0,3068 0,1527 3,1890

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,0043 2 0,0022 1,9912 10,1923
TRATAMIENTO 0,0043 2 0,0022 1,9912 10,1923
Error 0,0098 9 0,0011
Total 0,0141 11

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,06517
Error: 0,0011 gl: 9
TRATAMIENTO Medias n E.E.

1 1,02 4 0,0165 A
2 1,03 4 0,0165 A
3 1,06 4 0,0165 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

ANEXO 7-C. Analisis estadistico de la variable indice de refraccion.

INDICE DE REFRACION

Variable N R? R?2 Aj Ccv
INDICE DE REFRACION 12 0,2943 0,1374 1,1176

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,0008 2 0,0004 1,8762 0,2084
TRATAMIENTO 0,0008 2 0,0004 1,8762 00,2084
Error 0,0020 9 0,0002
Total 0,0029 11

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,02956
Error: 0,0002 gl: 9
TRATAMIENTO Medias n E.E.

1 1,33 4 0,0075 A
3 1,34 4 0,0075 A
2 1,35 4 0,0075 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)



ANEXO 7-D. Andlisis estadistico de la variable acidez

ACIDEZ

Variable N R?2 R2 Aj CV
ACIDEZ 12 0,0047 0,0000 12,0504

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,0005 2 0,0002 0,0211 0O,9791
TRATAMIENTO 0,0005 2 0,0002 0,0211 0,9791
Error 0,0993 9 0,0110
Total 0,0998 11

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,20737
Error: 0,0110 gl: 9
TRATAMIENTO Medias n E.E.

2 0,87 4 0,0525 A
1 0,87 4 0,0525 A
3 0,88 4 0,0525 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 8. Determinacion de concentraciones por efecto de absorbancia
Anexo 8-A. Coeficientes de regresion y estadisticos asociados

Coeficiente Estimado EE LI LS T P-
valor
Const. -0,17 0,03 -0,28 -0,06 -4.9 0,02
Conc. g/L 0,25 0,01 0,21 0,28 23,72 0
Anexo 8-B. Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)
FV SC GL CM F P-valor
Modelo 0,62 1 0,62 562,54 0,00016
Conc. g/L 0,62 1 0,62 562,54 0,00016
Error 0 3 0

Total 0,62 4




Anexo N° 9. Analisis Estadisticos de los resultados del ensayo in vitro.

Anexo 9-A. Variable Mortalidad garrapatas in vitro evaluada a las 24 horas.
Analisis de la varianza
Variable N R?2 R2 Aj CV

MORTALIDAD 16 0,8654 00,8318 6,5465
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 70,7500 3 23,5833 25,7273 <0,0001
TRATAMIENTO 70,7500 3 23,5833 25,7273 <0,0001
Error 11,0000 12 0,9167
Total 81,7500 15

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=2,00996
Error: 0,9167 gl: 12
TRATAMIENTO Medias n E.E.

2 17,75 4 0,4787 A

3 15,25 4 0,4787 B

1 13,25 4 0,4787 B C
0 12,25 4 0,4787 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Anexo 9-B. Variables supervivencia de garrapatas in vitro a evaluada a las 24

horas.

SUPERVIVENCIA
Analisis de la varianza

Variable N R?2 R? Aj CVv
SUPERVIVENCIA 16 0,8654 0,8318 17,8126

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 70,7500 3 23,5833 25,7273 <0,0001
TRATAMIENTO 70,7500 3 23,5833 25,7273 <0,0001
Error 11,0000 12 0,9167
Total 81,7500 15

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=2,00996
Error: 0,9167 gl: 12
TRATAMIENTO Medias n E.E.

2 2,25 4 0,4787 A

3 4,75 4 0,4787 B

1 6,75 4 0,4787 B C
0 7,75 4 0,4787 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)



Anexo 9-C. Variables Mortalidad de garrapatas in vitro evaluada a las 48 horas

Analisis de la varianza

Variable N R?2 R2 Aj CV
MORTALIDAD 16 0,8549 0,8187 6,2416

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 72,1875 3 24,0625 23,5714 <0,0001
TRATAMIENTO 72,1875 3 24,0625 23,5714 <0,0001
Error 12,2500 12 1,0208
Total 84,4375 15

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=2,12109

Error: 1,0208 gl: 12

TRATAMIENTO Medias n E.E.

2 18,75 4 0,5052 A

3 17,25 4 0,5052 A B

1 15,75 4 0,5052 B

0 13,00 4 0,5052 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Anexo 9-D. Variable supervivencia de garrapatas in vitro evaluada a las 48 horas.

Analisis de la varianza

Variable N R?2 R? Aj CVv
SUPERVIVENCIA 16 0,8549 0,8187 26,5013

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 72,1875 3 24,0625 23,5714 <0,0001
TRATAMIENTO 72,1875 3 24,0625 23,5714 <0,0001
Error 12,2500 12 11,0208
Total 84,4375 15

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=2,12109

Error: 1,0208 gl: 12

TRATAMIENTO Medias n E.E.

2 1,25 4 0,5052 A

3 2,75 4 0,5052 A B

1 4,25 4 0,5052 B

0 7,00 4 0,5052 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 9-E. Variable Mortalidad de garrapatas in vitro evaluada a las 72 horas.

Analisis de la varianza

Variable N R?2 R2 Aj CV
MORTALIDAD 16 0,8281 0,7852 3,7611

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 26,5000 3 8,8333 19,2727 0,0001
TRATAMIENTO 26,5000 3 8,8333 19,2727 10,0001
Error 5,5000 12 0,4583
Total 32,0000 15

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,42125
Error: 0,4583 gl: 12

TRATAMIENTO Medias n E.E.

2 19,75 4 0,3385 A

3 18,50 4 00,3385 A B

1 17,50 4 0,3385 B C
0 16,25 4 0,3385 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Anexo 9-F. Variable supervivencia de garrapatas in vitro evaluada a las 72 horas.

Analisis de la varianza

Variable N R?2 R? Aj CVv
SUPERVIVENCIA 16 0,8281 0,7852 33,8502

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 26,5000 3 8,8333 19,2727 10,0001
TRATAMIENTO 26,5000 3 8,8333 19,2727 0,0001
Error 5,5000 12 0,4583
Total 32,0000 15

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,42125
Error: 0,4583 gl: 12
TRATAMIENTO Medias n E.E.

2 0,25 4 0,3385 A

3 1,50 4 0,3385 A B

1 2,50 4 0,3385 B C
0 3,75 4 0,3385 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 9-G. Variable Mortalidad de garrapatas in vitro evaluada a las 96 horas.
MORTALIDAD

Analisis de la varianza

Variable N R?2 R2 Aj CV
MORTALIDAD 16 0,8326 0,7907 2,3171

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 11,1875 3 3,7292 19,8889 00,0001
TRATAMIENTO 11,1875 3 3,7292 19,8889 10,0001
Error 2,2500 12 0,1875
Total 13,4375 15

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,90904
Error: 0,1875 gl: 12

TRATAMIENTO Medias n E.E.

2 20,00 4 0,2165 A

3 18,75 4 0,2165 B

0 18,25 4 0,2165 B C
1 17,75 4 0,2165 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Anexo 9-H. Variables supervivencia de garrapatas in vitro evaluada a las 96 h.

Analisis de la varianza

Variable N R? R? Aj Cv
SUPERVIVENCIA 16 0,8326 0,7907 32,9914

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 11,1875 3 3,7292 19,8889 0,0001
TRATAMIENTO 11,1875 3 3,7292 19,8889 00,0001
Error 2,2500 12 0,1875
Total 13,4375 15

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,90904
Error: 0,1875 gl: 12

TRATAMIENTO Medias n E.E.

2 0,00 4 0,2165 A

3 1,25 4 00,2165 B

0 1,75 4 0,2165 B C
1 2,25 4 0,2165 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo N° 10. Estudio preliminar in vivo

Anexo 10- A. Prueba no paramétrica de Kruskal Wallis para la variable mortalidad

evaluadas a las 24,48, 72 y 96 horas post aplicacion

Prueba de Kruskal Wallis

Variable HORA N Medias D.E. Medianas H je)
MORTALIDAD 24 3 200,00 100,50 145,00 3,00 0,3916
MORTALIDAD 48 3 226,33 115,33 170,00
MORTALIDAD 72 3 244,33 108,97 187,00
MORTALIDAD 96 3 249,67 112,96 189,000

Anexo 10-B. Prueba no paramétrica de Kruskal Wallis para la variable

supervivencia evaluada a las 24,48, 72 y 96 horas post aplicacion

Variable HORA N Medias D.E. Medianas H o)
SUPERVIVENCIA 24 3 56,33 11,93 51,00 10,38 0,0153
SUPERVIVENCIA 48 3 30,00 6,08 27,00
SUPERVIVENCIA 72 3 10,00 1,00 10,00
SUPERVIVENCIA 96 3 6,67 0,58 7,00
Horas. Rango Medio
96 2,0000 A
72 5,0000 A B
48 8,0000 B C
24 11,0000 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p >

0,05)
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