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RESUMEN

La garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus, es la especie de mayor importancia
en el &mbito veterinario por su impacto en la salud bovina debido a su papel como vector
de hemoparasitos, y a nivel econémico, en la produccion de leche, carne y pieles. La
planta Piper tuberculatum es ampliamente distribuido en nicaragua, sin embargo, no se
ha utilizado como acaricida. El objetivo de este estudio fue evaluar in vitro el efecto
acaricida del extracto de P. tuberculatum sobre garrapatas Rhipicephalus (Boophilus)
microplus obtenidas de bovinos en el municipio de Ledn. Se aplic6 un estudio
experimental aplicando la prueba de inmersion de adulto (PIA) con su respectiva
inhibiciébn de la ovoposicién, realizado en 6 grupos de 10 especimenes vivos; se
realizaron 5 repeticiones por grupo con diferentes concentraciones del extracto de P.
tuberculatum (100, 50, 25 y 12.5 mg/ml), un grupo expuesto al acaricida Amitraz y un
grupo control expuesto a Tween 80% diluido en agua destilada, también se realiz6 la
prueba de paquete de larvas (PPL) y la prueba de inmersion de larvas (PIL) con Piper
tuberculatum en una concentracién de 50 mg/ml y Amitraz a la concentracion indicado
por el fabricante. Para la PIA con concentraciéon de 100mg/ml de P. tuberculatum fue la
gue mostré mejor resultado de mortalidad con un 100% y no se observé ovoposicion, en
la PPL tratadas con P. tuberculatum (50 mg/ml) mostraron una mortalidad del 56% y para
PIL con P. tuberculatum (50 mg/ml) present6 una mortalidad del 88.75%. Se encontrd
una alta efectividad del extracto como acaricida de P. tuberculatum con una alta tasa de

mortalidad en concentraciones de 100 mg/ml en garrapatas adultas de R. microplus.
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Piper tuberculatum para el control de garrapatas

l.  INTRODUCCION
La ganaderia bovina en Las Américas constituye un rubro estratégico para las
economias, el bienestar rural y la provision de proteina de calidad para territorios rurales
y urbanos. La oportunidad que tiene el desarrollo ganadero, dada la demanda creciente
de proteina de origen animal a nivel mundial, especialmente liderada por el crecimiento
del consumo en paises en desarrollo, puede verse limitada por la presencia de
enfermedades que pueden afectar el comercio, la productividad y la salud publica (1) .
En Nicaragua la mayoria de las fincas tienen un carécter productivo de doble propdsito
(carney leche), las cuales se encuentran en manos de pequefios y medianos productores
generando uno de los rubros que mas valor, divisa y empleo genera a la economia
nacional desde hace mucho tiempo.
La garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus, denominada la “Garrapata Comun del
Ganado’, es la especie de mayor importancia en el ambito veterinario por su impacto en
la salud bovina, debido a su papel como vector de hemoparasitos como Babesia spp. y
Anaplasma spp, Yy a nivel econémico, en la produccién de leche, carne y pieles (2) . Este
ectoparasito se encuentra ampliamente distribuida en Latinoamérica, donde causa
pérdidas econdmicas significativas anuales en la ganaderia bovina, cabe destacar que
cada garrapata adulta puede consumir 1.0 mL de sangre provocando pérdidas de 1 g de
peso corporal y 8.9 mL de leche durante el tiempo que estan parasitando al bovino (3).
Ademas, produce pérdidas relacionadas con mortalidad de los animales, reduccion en
los niveles de produccién, alteraciones reproductivas, altos costos de control, transmision
de diversos agentes patdgenos como virus, bacterias, rickettsias y protozoos. Esto puede
conducir a enfermedades agudas, cronicas o incluso, a la muerte de los animales. Estos
efectos ocasionan pérdidas de varios miles de millones de dolares en la economia
pecuaria mundial (4).
El empleo de plantas con fines medicinales ha enfrentado altos y bajos, en las épocas
medievales presento un gran auge, pero a principios del siglo XX con el desarrollo de la
quimica, el descubrimiento de la sintesis organica y por ende el crecimiento de la industria
farmacéutica, mermo el empleo de las plantas. Sin embargo, la utilizacion de plantas
medicinales aln sigue en vigencia, debido al hecho que esta vinculado a las tradiciones

y costumbres de los pueblos (5).
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. ANTECEDENTES
Piper tuberculatum es ampliamente distribuido en nicaragua y es utilizado como una
planta ornamental por la poblacion en general, sin embargo, no se ha dado una utilidad
mayor para esta planta desde el punto de vista acaricida en Nicaragua (6).
Ribeiro et al. en afio 2008 estudiaron la efectividad del extracto de la planta Calea serrata
para el control R. microplus y R. sanguineus, en los cuales tuvieron como resultado una
reduccion del 11 al 14 % en la ovopocion y el 100% de larvas en una concentracion de
50, 25, 12.5y 6.25 mg ml% (7).
Estudios realizados por Martines et al. en afio 2011 investigaron la actividad acaricida de
los aceites esenciales extraidos de las semillas de comino (Cuminum cyminum), las
bayas de pimienta de Jamaica (Pimenta dioica) y las hojas de albahaca (Ocimum
Basilicum) se probaron en larvas de garrapatas Rhipicephalus (Boophilus) microplus
realizando disoluciones de los tres aceites esenciales una dilucion inicial del 20% hasta
el 1,25% una mortalidad del 100% en todas las concentraciones probadas en larvas de
R. microplus, de manera similar, el aceite esencial de pimienta de Jamaica produjo un
100% de mortalidad en todas las concentraciones, con la excepcion de una disminucion
dramatica en una concentracion de 1.25%, Por el contrario, el aceite esencial de albahaca
no demostré ser toxico contra las larvas de R. microplus (8).
Braga et al. en el afio 2018 evaluaron la actividad de P. tuberculatum para el control de
hembras ingurgitadas y larvas de R. microplus las concentraciones evaluadas fueron 50;
25; 12,50; 6.25; 3.12 y 1.56 mg mL-1 de extracto etanoico de hoja, tallo y fruto de P.
tuberculatum. Las concentraciones letales para el 50% de los individuos (LC50) después
de 24 horas de exposicién de larvas de R. microplus fueron 3,62; 3.99 y 5.30 mg mL*
para extractos de etanol de frutas, tallos y hojas, respectivamente. Para las hembras
congestionadas, la mayor eficiencia resulté de la concentracion de 50 mg mL-1 de
extracto de fruta (71.57%). El efecto principal de los extractos de etanol de P.
tuberculatum fue sobre la incubabilidad, con una reduccion del 55,63% para los extractos
de frutas y hojas. P. tuberculatum se muestra prometedor como fuente de moléculas
candidatas para su uso en pesticidas, en formulaciones disefiadas para controlar las
infestaciones de R. microplus. El extracto de fruta presenté el mejor resultado como

acaricida para larvas, seguido de los extractos de tallos y hojas. Contra las hembras
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congestionadas, los extractos de frutas y hojas presentaron la mayor eficacia. A pesar de
la alta actividad contra las larvas, el extracto de tallo present6é baja eficacia contra las
hembras congestionadas. En general, el fruto de P. tuberculatum fue el material mas
prometedor para el desarrollo de acaricidas (9).

Aguilar Caballero et al. en el afio 2008 realizaron una evaluacion con extractos crudos de
Diospyros anisandra disueltos en Tween, etanol y dimetilsulfoxido (DMSQO) para el control
de larvas de R. microplus. Los extractos crudos de la planta completa y sus partes
vegetales (hoja, corteza y raiz), fueron extraidos con metanol y evaluados mediante la
prueba de inmersion larval, las cuales fueron expuestas a los extractos crudos de la
planta completa disueltos en Tween-20 (2%), etanol (95%) y DMSO (2.5%). Los extractos
crudos de la planta completa disueltos en Tween-20 (2%) y etanol (95%) presentaron las
mayores mortalidades (79.68 + 22.79% y 69.42 + 30.58 respectivamente (10).
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. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Rhipicephalus (Boophilus) microplus ha estado asociado con dafios directos por su
accion traumatica, toxica y expoliatriz y dafios indirectos como el deterioro de la piel, la
disminucion de la produccion de carne y leche, el desarrollo lento de los animales, la
limitada adaptacion de razas seleccionadas y la predisposicion a adquirir
enfermedades(11), causando pérdidas de 32 a 46 millones de dolares anuales por
concepto de gastos con garrapaticidas, pérdidas de peso, gastos de tratamientos,
muertes por tristeza parasitaria y costos por la campafa sanitaria(12). Por ende, con el
paso del tiempo han desarrollado resistencia a los acaricidas quimicos siendo este el mas
utilizado, por todo lo anterior esta investigacion tiene como objetivo evaluar in vitro el
efecto acaricida del extracto de Piper tuberculatum sobre garrapatas Rhipicephalus
(Boophilus) microplus obtenidas de bovinos en el municipio de Leon.
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IV.  JUSTIFICACION
Las garrapatas globalmente son un problema debido a la gran cantidad de gérmenes
patébgenos que transmiten tanto a humanos como a los aminales, lo cual las convierten
en un potencial zoonédtico perteneciente a uno de los grupos ectopardsitos mas
importantes, no solo por el dafio directo que ocasionan a los animales sino también por
las pérdidas econémicas que ellas generan y por el impacto ambiental producido por los
quimicos empleados y los residuos dejados por ellos.
En Nicaragua los bovinos afectados por R. microplus son tratados con aspersion de
mochila utilizando para esto diferentes acaricidas a base de piretroides, Amitraz, Fipronil,
inyecciones de ivermectina y tratamientos sistémicos lo que produce una resistencia a
los productos convencionales y falta de implementacion de estrategias para el control de
garrapatas.
La resistencia ocurre con anterioridad al uso de los acaricidas, por la presencia de los
genes que los artropodos tienen; a medida que entran en contacto con los principios
quimicos, esos genes se van desarrollando hasta el punto de la perdida de la efectividad.
Se empieza entonces el proceso de rotacion de productos, situacion que finalmente lleva
a la resistencia de todos los principios activos (3).
Se han realizado estudios que han demostrado resultados positivos interesantes, con
extractos del arbol de neem (Azadirachta indica), extractos de tabaco (Nicotiana
tabacum) y extracto etéreo de la semilla del mamey (Mammea americana), pero se
requieren mas estudios (3).
La resistencia es uno de los mayores problemas, ya que la disponibilidad de nuevos
antiparasitarios es cada vez mas escasa (11) por lo tanto el presente trabajo tiene como
objetivo la evaluacién del efecto acaracida del extracto de Piper tuberculatum sobre
garrapatas Rhipicephalus (Boophilus) microplus obtenidas de bovinos en el municipio de

Ledn.
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V. HIPOTESIS

El extracto hidroalcohdlico de Piper tuberculatum muestra capacidad acaricida in vitro
contra garrapatas Rhipicephalus (Boophilus) microplus en adultos y larvas en bovinos.
El extracto hidroalcohdlico de Piper tuberculatum no muestra capacidad acaricida in vitro

contra garrapatas Rhipicephalus (Boophilus) microplus en adultos y larvas en bovinos.
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VI. OBJETIVOS
5.1 Objetivo General
e Evaluar in vitro el efecto acaricida del extracto de Piper tuberculatum sobre
garrapatas Rhipicephalus (Boophilus) microplus obtenidas de bovinos en el
municipio de Leon.
5.2 Objetivo Especifico
e Valorar el efecto acaricida in vitro del extracto de Piper tuberculatum en garrapatas
adultas de Rhipicephalus microplus.
e Valorar el efecto acaricida in vitro del extracto de Piper tuberculatum en larvas de
Rhipicephalus microplus.
e Estimar la concentracion letal media de Piper tuberculatum en garrapatas adultas
de Rhipicephalus microplus.
e Comparar el efecto acaricida del extracto de Piper tuberculatum con Amitraz para

el control de garrapatas in vitro en bovinos.
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VIl. MARCO TEORICO
7.1 Generalidades

Las garrapatas duras (Familia Ixodidae) son ectoparasitos hematéfagos y se reconocen
como importantes ectoparasitos obligados a necesitar sangre durante una parte

fundamental de su ciclo de vida (12).
7.2 Clasificacion taxonémica

Las garrapatas pertenecen al orden Ixodida, que consta de tres familias: Ixodidae (para
algunos autores en realidad esta familia seria dos: Ixodidae y Amblyommidae), Argasidae
y Nuttalliellidae(13).

Tabla 1. Categorias taxondémicas de las garrapatas (14)

Categoria

Reino Animal

Phylum Arthropoda

Subphylum Chelicerata

Clase Arachnida)

Subclase Acari

Orden Acarina (garrapatas y acaros)
Grupo Parasitiforme

Suborden Ixodoidea

Tabla 2. Subfamilias y géneros de Garrapatas (14).

Familia Subfamilia Genero N° de
especies
Ixodidae Ixodinae Ixodes 217
Rhipicephalinae Dermacentor 30
Hyalomma 75
Hyalomminae Hyalomma 30
Haemaphysalinae Haemophysalis 155
Amblyomminae Amblyomma 102
Argasidae Ornithodorinae Ornithodoros 100
Antricolinae Antricola 8
Otobinae Otobius 56
Argasinae Argas 56
Nuttalliellidae Nuttalliella Nuttalliella 1 (namaque)
8
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7.3 Morfologia.

La garrapata Rhipicephalus microplus es un artrépodo conocido como garrapata dura, de
cuerpo generalmente ovalado y aplastado y con una capa o placa dura quitinizada
(escutum o escudo) que cubre la parte anterior de la regidén dorsal de la hembra y casi
toda la superficie dorsal del macho. Tienen un cuerpo no segmentado con cabeza y
capitulum, térax y abdomen unidos, boca especializada, colocadas en la parte anterior
del cuerpo, conformado por el hipostoma o probdscide armados con dientes en hilera
para poder fijarse al huésped, palpos que son las partes sensoriales o tactiles y queliceros
gue se utilizan para cortar y perforar la piel. El escudo en las hembras es muy pequefio
y tiene forma de lengleta, es decir es mas largo que ancho encontrandose los ojos en la
parte mas ancha del escudo; en los machos se extiende a lo largo del cuerpo, sin patron
ornamental, liso, brillante y de color café rojizo. Los machos presentan ventralmente

placas adanales y accesorias (15).

7.4 Ciclo bioldgico

El ciclo de vida de R. microplus se desarrolla en dos fases:
a) La fase parasitaria sobre el bovino
b) La fase de vida libre fuera del bovino
El periodo de vida libre comprende cuatro etapas:

» Preoviposicion,

» Qviposicion,

» Incubacion

» Periodo de sobrevivencia de las larvas sobre el pasto.
El periodo de vida libre comprende desde que una hembra ingurgitada se desprende del
bovino y cae al suelo, hasta que las larvas de su progenie logran parasitar un nuevo
hospedero.
La fase parasitaria, pasa de larvas a metalarvas y de ninfas a metaninfas, posteriormente
en neoginas, partenodginas y teledginas. Para el caso de los machos, pasan a meandros
y a gonandro. Los machos pueden permanecer sobre los bovinos durante periodos de
hasta 90 dias. Todas las etapas de la fase parasitaria se llevan a cabo en el mismo

animal, por lo cual se llama garrapata de un hospedero, para diferenciarla de otras
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garrapatas que necesitan 2 o 3 hospederos para completar su vida parasitaria, como
ocurre con otras especies, como R. bursa y Amblyomma.

La vida parasitaria de la garrapata Rhipicephalus spp. sobre el bovino es generalmente
de tres semanas, que incluyen dos mudas (de larva a ninfa y de ninfa a adulta). Las
hembras fecundadas y repletas de sangre se caen del animal hospedero (bovino) y
depositan entre 2,000 y 3,000 huevecillos, en lugares protegidos en el suelo, de los que,
dependiendo del clima, nace una nueva generaciéon de larvas en un lapso de 6 a 8
semanas. La hembra muere después de la oviposicion.

Estas larvas, apenas perceptibles a simple vista, se mueven con sus 6 patas, trepan
hierbas y arbustos, y esperan a que pase algun animal que les sirva de hospedero

Con sus érganos bucales se adhieren a la piel, la perforan, chupan sangre y liquido
corporal hasta repletarse para luego mudar al estadio de ninfa. La ninfa con cuatro pares
16 de patas vuelve a chupar sangre y pasa una segunda muda para convertirse en
garrapata adulta de sexo diferenciado.

Luego de la copulacion, las hembras fecundadas y llenas de 0.3 a 0.5 ml de sangre se
caen del animal hospedero y asi comienza el nuevo ciclo con la puesta de los huevos y

la muerte de la hembra (figura 1) (16).

7 Adultos N\ _
6 Ninfas repletas T S \ué
~—
Yl

Fase de vida parasitaria

S Ninfas semi-repletas (b Hembra semi-repleta

.......................................................

\ Fase de vida libre
> 0
\‘}& -
~ 7 & 1 Hembra repleta
3, 4 Eclosion de larvas
2 Hembfa Ovipositando

Figura 1-Esquema del ciclo bioldgico de la garrapata R. microplus. 1) Hembras
repletas de sangre se dejan caer al suelo, 2) Puesta de huevos en el suelo, 3)
Larva al salir del huevo, 4) Larva se adhiere al hospedero, 5) Larva repleta muda
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a ninfa en el hospedero, 6) Ninfa repleta muda a garrapata adulta sobre el
hospedero y 7) Fecundacién de las hembras antes de la succién de sangre (16).

7.5 Distribucién geografica

La garrapata comun del ganado, R. microplus se encuentra distribuida en las regiones
tropicales y subtropicales del mundo. Estas garrapatas son endémicas de la India, Asia,

Australia, Madagascar, Africa, el Caribe y México (4).
7.6 Importancia

La importancia de las garrapatas radica en su capacidad de ser tanto parasitos obligados
como vectores de un importante nimero de enfermedades parasitarias, bacterianas y
viricas. Algunas de esas enfermedades estan consideradas como graves plagas de los
animales domésticos, provocando altas pérdidas econdmicas. Muchas de ellas son
zoonosis, es decir son procesos transmitidos de los animales (tanto domésticos como
silvestres) a la especie humana. Algunas enfermedades viricas transmitidas por las
garrapatas a los humanos pueden ser mortales, en un porcentaje relativamente alto. Las
cifras de prevalencia, incidencia y mortalidad son muy variables, y dependen del agente
etiolégico implicado, el vector y las condiciones sociales que pueden facilitar o impedir su
transmision (17).

Rhipicephalus microplus (anteriormente conocida como Boophilus microplus) es
considerada la garrapata mas importante del ganado bovino a nivel mundial. R. microplus
es una garrapata dura que se puede encontrar en diversos huéspedes, entre ellos el
ganado bovino, bufalos, caballos, asnos, cabras, ovejas, ciervos, cerdos, perros y
algunos animales silvestres. Una alta carga de garrapatas en los animales puede
disminuir la produccion y dafar los cueros. R. microplus también puede transmitir la
babesiosis (causada por los parasitos protozoarios Babesia bigemina y Babesia bovis) y
la anaplasmosis (causada por Anaplasma marginale). Bajo condiciones experimentales,

esta garrapata puede transmitir Babesia equi, que causa la piroplasmosis equina (18).
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7.7 Control de la garrapata
7.7.1 Control Quimico

El control quimico de la garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus se ha efectuado
con productos de la familia de los carbamatos, organoclorados, organofosforados (OF),
piretroides sintéticos (PS), amidinas, inhibidores de la regulacion del crecimiento (IGR),
Ivermectinas y recientemente las fenilpirazolonas. La secuencia en su utilizacion ha sido
historica dependiendo entre otras cosas del desarrollo de la resistencia a las diferentes
familias, por otro lado, la eficacia y persistencia ha sido variable, aumentandose esta
altima debido al mejoramiento tecnolégico en los acaricidas.

Entre los problemas mas importantes a los que se ha enfrentado el combate quimico de
las garrapatas Rhipicephalus (Boophilus) microplus, se encuentra el desarrollo de la
resistencia a los ixoidicidas, como ha ocurrido en casi todos los paises en donde se han
usado por largos periodos es decir que en la mayoria de los casos los ixoidicidas
propician alteraciones en las garrapatas que conducen a través del fendmeno de
seleccion genética a una adaptacién que les permite sobrevivir bajo las nuevas
condiciones artificiales impuestas. Este fenobmeno ha sido denominado en términos
mundialmente aceptados como resistencia y se define como la capacidad adquirida por
la fraccion poblacional de una especie parasita que les permite sobrevivir a
concentraciones de algunos productos que son capaces de eliminar al resto de la
poblacion normal, esta capacidad es trasmitida a la siguiente generacion (19).

En Nicaragua existen cuatro formas de aplicacion de los productos: Inmersion, aspersion,

pour-on (derrame dorsal) e inyectable.

7.7.1.1 Inmersién
e Eslaforma de aplicacion internacionalmente mas aceptada en la cual se tiene mas
experiencia de uso.
e Actla por contacto.
e Tienen un Stripping (agotamiento) controlado.

e Tiempo de espera para la faena entre 0 a 15 dias segin marca comercial.
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Ventajas

e Gran capacidad de volteo de las formas parasitarias.

e Se puede conocer la concentracion de trabajo mediante analisis quimico.

e Los productos tienen 0 o pocos dias de espera para envio a faena.

Desventajas

¢ No tienen poder residual para larvas infectantes.

e Es critico el manejo del bafio, el mojado del animal, el disefio del mismo, la
cubicacion, la regla, etc.

e Los productos que tienen varios dias de espera para envio a faena.

¢ Dificultad para tratar animales prefiados o previos al embarque para faena.

e Contaminante del medio ambiente.

e Requiere de instalaciones costosas y de dificil mantenimiento.

e Dificil de rotar diferentes acaricidas de inmersion dentro de una estrategia de
control (20).

7.7.1.2 Aspersion

Se utilizan los mismos garrapaticidas y tienen muchas caracteristicas similares a la
inmersion. Generalmente son considerados como menos eficaces en el tratamiento por
su tendencia a dejar garrapatas sin tratar en zonas del animal de dificil acceso a la
aspersion.
Ventajas
 Util en animales prefiados.
e Se puede cambiar de nucleo quimico mas facilmente en comparacion a la
inmersion.
Desventajas
e Es critico el disefio del bafo, es estado de los picos, el mojado del animal, caudal
y presiéon de agua utilizada.
e Polucion del medio ambiente y de los operarios.

e Costo del equipo y de mantenimiento (21).
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7.7.1.3 Pour-on

Su eficacia depende del poder de difusion. Tiempo de espera para faena 0 a 100 dias
segun marca comercial.

Ventajas

e Son de facil aplicacién, no requieren de instalaciones especiales.
e Util en animales prefiados.

e Poder residual para larvas infectantes durante 35 dias.

e Menos contaminante del medio ambiente.

Desventajas

e Mayor numero de dias para lograr el volteo total de garrapatas.

e Critico el calculo de peso del vacuno.

e Pueden tener menor eficacia con pelo largo y clima muy adverso.
7.7.1.4 Inyectables

Son insecticidas, actian contra parasitos externos e internos

Ventajas

e Son de facil aplicacién, no requieren de instalaciones especiales.
e Util en animales prefiados.
e Poder residual maximo 60 dias segun formulacion.

Desventajas

e Su eficacia depende de la biodisponibilidad del producto.

e Mayor numero de dias para volteo total de garrapatas.

e Critico el calculo de peso del vacuno.

e Tiempo de espera para faena entre 28 a 122 dias segun marca (19).
7.7.1.5 Generalidades del Amitraz.

Perteneciente a las Amidinas, tiene un efecto antagonista a la Octopamina (22) lo que
produce hiperexitabilidad en la garrapata, por lo que se desprende del hospedero y

muere, esto en etapa larval, en adultos provoca la disminucion de la alimentacion e
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imposibilita la digestibilidad de las proteinas sanguineas lo que afecta a la reproduccion,
disminuye la oviposicién y la viabilidad larval (23). EI Amitraz ha sido ampliamente

utilizado e ingres6 al mercado en los 60’s.
7.7.2 Control Inmunolégico
7.7.2.1 Vacunas contra garrapatas R. microplus

Hay disponibles vacunas comerciales contra R. microplus en algunos paises. Se basan
sobre todo en el antigeno recombinante Bm86, un polipéptido del intestino de las
garrapatas. Estas ingieren el anticuerpo correspondiente al chupar sangre de un
hospedador vacunado. Los anticuerpos destruyen poco a poco las células digestivas de
la garrapata y acaban causando su muerte. Algunas garrapatas mueren sobre el
hospedador y otras una vez ya en el suelo, comenzada la oviposicion. La viabilidad de
los huevos depositados es variable. Si se vacuna regularmente todo el hato que ocupa
un potrero, la poblacién de garrapatas en dicho potrero serd decimada poco a poco hasta
descender, tras varios afos, bajo el umbral de dafio econdémico (24).

Las vacunas contra R. microplus estan indicadas para el control de poblaciones de
garrapatas, pero no para la proteccion a corto o medio plazo de las reses individuales
contra las infestaciones, ni para derribar inmediatamente las garrapatas que ya infestan
el ganado en un momento determinado.

Las vacunas tienen ventajas: son eficaces contra garrapatas resistentes a los productos
quimicos, y no dejan residuos en la carne o en la leche, lo que las hace particularmente
atractivas para explotaciones lecheras.

El mayor inconveniente de estas vacunas es que el antigeno no se introduce en el
hospedador durante la picadura, lo que exige inyecciones periédicas de refuerzo cada 6
a 10 semanas. Otro inconveniente es que la vacuna no evita que el ganado se infeste
con las garrapatas presentes en los pastos tras la vacunacion, lo que exige que el ganado
vacunado siga siendo tratado con acaricidas clasicos hasta que los pastos se limpien
poco a poco de garrapatas, algo que puede durar varios afios: el nimero de tratamientos
acaricidas necesarios disminuira solo lentamente.

Otro inconveniente de las vacunas es que la respuesta inmunolégica individual de cada

res puede variar considerablemente, y se ve reducida si la res sufre de estrés, esta
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enferma o debilitada. Por lo tanto, dentro de un mismo hato la eficacia de la vacuna puede
variar considerablemente, frenando el proceso de limpieza de los pastos y dando la
impresion de que no trabaja porque algunos animales siguen llevando bastante garrapata
(20).

7.7.3 Control bioldgico

Este se logra mediante la utilizacion de hongos entomopatégenos que infectan y matan
a las garrapatas tales como: Metarhizium anisopliae cepas 127 y Brasil, Paecilomyces
fumosoroseus, Verticillium lecanii cepas 1 y 2, Beauveria bassiana cepa LBBb14 entre
otros. Los hongos entre sus principales caracteristicas se puede citar su alto poder
residual, la especificidad con el hospedero, elevado poder patdgeno, las altas
posibilidades de multiplicacion en laboratorio y la conservacién de su virulencia en campo
(25).

7.7.4 Extractos acaricidas de origen natural.

El uso de extractos naturales de plantas ha sido cada vez mas estudiado, debido a sus
beneficios en comparacién con el uso de principios activos quimicos (26), los acaricidas
de origen natural se obtienen de materia prima que se degrada con facilidad, no causa
dafio al medio ambiente ni deja residuos en el animal tratado sin embargo, es un proceso
lento de extraccion.

Se ha demostrado, como ejemplo, que extractos etandlicos de la semilla de la fruta anona
(Annona squamosa) y las hojas del arbol de nim (Azadirachta indica) tienen eficacia de
un 70.8% y 80%, contra R. microplus, en un estudio de Alvarez et al. (2006) se logr6
mortalidad y reduccién de oviposicion con: el clavo de olor (Zizygium aromaticum), las
hojas del arbol de la morera (Morus alba), pimientra negra (Piper nigrum), y la mezcla de
dientes de ajo (Allium sativum) con clavo de olor (Z. aromaticum) (25).

7.7.5 Resistencia o resiliencia

El control quimico se ha vuelto ineficaz en algunas regiones debido a la aparicion de

garrapatas resistentes a estos productos. La resistencia es uno de los mayores
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problemas, debido a que la disponibilidad de nuevos antiparasitarios es cada vez mas
escasa (27).

Se define como resistencia la capacidad adquirida por individuos de una poblacién
parasita que les permite sobrevivir a dosis de quimicos que generalmente son letales
para una poblacion normal. La resistencia cruzada (RC) es el mecanismo que utilizan
especies de insectos resistentes para sobrevivir a la exposicion de insecticidas
relacionados quimicamente, usando un patron de detoxificacion genérico. La resistencia
multiple (RM) es la utilizacion de varios mecanismos hacia la accion de varias clases de
insecticidas no relacionados quimicamente (27).

La resistencia de Rhipicephalus (Boophilus) microplus a organofosforados (OF),
piretroides sintéticos (PS) y Amitraz (AM) ha sido ampliamente descrita, principalmente
en Australia y Latinoamérica. La definicion de los criterios para considerar una poblacién
resistente de acuerdo a la FAO basan en que la resistencia esta definida como la
deteccién, por medio de pruebas sensibles, de un aumento significativo del nimero de
individuos de una Unica poblacion de una especie determinada que toleran drogas en
dosis comprobadamente letales para la mayoria de los individuos de la misma especie
(28).

El desarrollo de la resistencia a los productos quimicos depende de las presiones
evolutivas y de constantes ajustes, que involucran factores de variabilidad genética,
causada por mutaciones al azar o rearreglos genéticos que son generados por el uso
constante de los pesticidas; permitiendo la reproduccion de individuos con el rasgo de
resistencia (21).

Los métodos actuales para el control de garrapatas implican el uso de métodos quimicos
y no quimicos. Aunqgue el control de garrapatas esta basado fuertemente en el uso de
productos quimicos, el desarrollo de R. (Boophylus) microplus resistente a estos
compuestos es una grave amenaza en todo el mundo. El desarrollo de resistencia a los
acaricidas en una poblacién de garrapatas depende de la frecuencia de aparicién de
individuos resistentes en la poblacién, y la intensidad de la presion de seleccion quimica.
La aparicion de R. (Boophylus) microplus resistente a organofosforados (OPS),
piretroides sintéticos (SPs) y el Amitraz ha sido descrita alrededor del mundo,

principalmente en Australia y Latinoamérica (29).
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VIl.  MATERIAL Y METODO
Tipo de estudio: Experimental.
Universo: Garrapatas Rhipicephalus (Boophilus) microplus que parasiten a bovinos en
el municipio de Leon.
Poblacion: Garrapatas Rhipicephalus (Boophilus) microplus que parasiten a 39
bovinos.
Muestra: 13 garrapatas extraidas por animal, para un total de 507 garrapatas.
Tipo de muestreo: No probabilistico.
Seleccion de muestra: Por conveniencia, se tomaron en cuenta Unicamente todos

aguellos bovinos infestados con garrapatas Rhipicephalus (Boophilus) microplus.
8.1 Preparacién y obtencién del extracto Piper tuberculatum.

Inflorescencias maduras, con frutos y semillas, fueron secados a temperatura ambiente
bajo sombra durante 20 dias y luego molidas hasta obtener un polvo fino. Después de
determinado el peso seco se sometio al proceso de extraccion con alcohol etilico 70%,
dejandolo al aire libre para la evaporacién de este. El extracto fue pesado para determinar
el rendimiento y luego de disolverse a razén de 1 g en 10 ml de agua destilada se llevd
al volumen correspondiente de agua corriente para obtener la solucion final (Figura 2-4)
(30).

8.2. Recoleccion y preparacion de las garrapatas.

Las garrapatas en estudio fueron extraidas de bovinos de las fincas en estudios, se
recolectaron garrapatas de la especie Rhipicephalus (Boophilus) microplus, hembras
ingurgitadas este procedimiento fue realizado al finalizar la tarde entre las 4:00 y 6:00 pm.
Se recolectaron 507 garrapatas hembra (13 por animal) con una longitud igual o mayor a
4 mm (Figura 5-7), los especimenes fueron recolectados de vacas infestadas
naturalmente, ninguna de las cuales habia recibido tratamientos garrapaticidas durante
al menos 30 dias (31).

Luego que las garrapatas se retiraron del animal, se introdujeron en tubos de ensayo,
usando como tapon un trozo de algodén humedo con el objetivo de proporcionar oxigeno

a las garrapatas, ademas se agregaron hojas de arboles para el mismo fin, para luego
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ser transportadas en un termo con poca luz hasta el laboratorio de CEVEDI en la Escuela

de Ciencias Agrarias y Veterinarias (ECAV).
8.3 Manejo laboratorial de las garrapatas hembra ingurgitadas

Las garrapatas hembra ingurgitadas fueron separadas y observadas con estereoscopio
para su clasificacion taxondémica que fue realizada utilizando la clave taxondmica
descritas previamente (32). Luego se lavaron con suero fisiologico y pesadas en balanza
electronica. Posteriormente se colocaron en placas Petri con algodon hiumedo y llevadas
a una recamara con poca luz, donde la temperatura se mantuvo entre 30 a 35°C, durante
un periodo de dos dias para la realizacion de la Prueba de Inmersion de Adultas (PIA) y
esperar el inicio del proceso de ovoposicion. A las hembras que no se les realizé la PIA
(grupo control) se dejaron por un tiempo de 18 a 21 dias hasta que iniciaron su

ovoposicion.
8.3.1 Protocolo de Drummond o prueba de inmersion (PIA).

Se realizé con base a la prueba disefiada por Drummond, en el cual, grupos de 10
hembras (replicas/tratamiento) de R. microplus previamente pesadas, fueron sumergidas
por 5 minutos en 10mL del extracto hidroalcohdlico de P. turberculatum, en las diferentes
concentraciones (100 mg/ml, 50 mg/ml, 25 mg/ml, 12.5 mg/ml. p:v), (Figura 8). Ademas,
se utilizo el vehiculo (alcohol al 70% con 7 dias de incubacion al aire libre) como control
negativo.

Una vez listas las distintas soluciones se realiz6 la inmersion de garrapatas adultas en
grupos de 10 hembras (Figura 9-10), uno para el grupo tratado, uno para el Amitraz y otro
grupo para el control. El tiempo de inmersién fue de 5 min. Las placas Petri se agitaron
con suavidad, seguidamente se extrajeron de la solucién y se les depositaron en papel
toalla para eliminar el exceso del producto.

Posteriormente se colocaron en placas Petri en donde se incubaron por 15 dias a 28
+2°C y humedad relativa 80% con la finalidad de que las garrapatas opositen. Estas se
observaron todos los dias con un estereoscopio y se registraron las mortalidades y la

oviposicion (33).
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Porcentaje de mortalidad (%)

) # de garrapatas muertas
% Mortalidad = *100%
# de garrapatas totales

8.3.2 Determinacion de la eficacia en adultos

Las hembras adultas fueron colectadas y lavadas con agua, secadas con papel
absorbente y pesadas individualmente para la primera evaluacion del extracto de Piper
tuberculatum. Se prepararon 10 ml de cada solucion a diferentes concentraciones de 100
mg/ml, 50 mg/ml, 25 mg/ml, 12.5 mg/ml p:v, cada grupo experimental fue sometido a
tratamiento individual por una sola vez en las soluciones preparadas y el grupo control,
utilizando la técnica de inmersién de adultas descrita, en las que se sumergen las

garrapatas en 10 ml de la solucién correspondiente durante 5 minutos (34).
8.4 Larvas

Las larvas obtenidas de las hembras ingurgitadas se depositaron en tubos de ensayo
durante 21 dias con el propésito de darles la madurez necesaria antes de la realizacion

de la prueba de paquete de larvas (PPL) (34).
8.4.1 Prueba de paquete larvario (PPL)

Las larvas que se obtuvieron de la ovoposicion de las hembras colectadas de las fincas
en estudio. De cada grupo (Control, Amitraz y Tratamiento) se reservaron en un tubo
contenido de larvas que no serian sometidas a tratamiento (35). Se prepararon 10 ml de
cada solucion en estudio a diferentes concentraciones (Figura 11), se colocaron 90 larvas
aproximadamente en sobres realizados con papel filtro tipo Whatman del No. 1 con
dimensiones de 7.5 cm de largo x 8.5 cm de ancho y con la ayuda de cinta adhesiva se
cierran los espacios laterales, quedando sélo el espacio superior para permitir el llenado
con las larvas de R. microplus; estos paquetes se identificaron con lapiz con el codigo de
la finca, grupo de repeticion y el nombre de la prueba (Figura 12). El grupo control se
prepar6 con el mismo procedimiento, pero impregnandolas con diluyente (tween 80 mas

agua destilada).
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Una vez preparadas las concentraciones primero se impregnan los controles y se
continta con los tratados, aplicando 5 ml de las distintas soluciones a cada sobre ya
identificado posteriormente se ponen a secar al aire libre durante 30 minutos para eliminar
el exceso de producto (Figura 13), luego se procedi6 al llenado de los sobres colocando
90 larvas para cada grupo y sus 3 repeticiones (control, Piper tuberculatum, Amitraz). Al
concluir el llenado de los paquetes, se colocaran en una placa Petri limpia permaneciendo

por 24 horas para posteriormente realizar la lectura de los resultados (33).

) # de larvas de garrapatas muertas
% Mortalidad = *100%
# de larvas de garrapatas totales

8.4.2 Prueba de inmersioén de larvas (PIL)

Consiste en la inmersién de larvas de 7 a 14 dias de edad en sobres en papel filtro en las
distintas soluciones (Control, Amitraz, Piper tuberculatum).

La preparacion de los sobres se realizé de la misma manera como se menciona en la
prueba de paquete de larvas. Estos paquetes deben ser identificados con lapiz con el
cadigo de la finca, grupo de repeticion y el nombre de la prueba y también deben utilizarse
tres repeticiones de cada producto, incluyendo a los controles.

Las soluciones utilizadas fueron para el Piper tuberculatum 50 mg/ml, Amitraz solucion
recomendada y para el control Tween 80 mas agua destilada.

Para la inmersion de larvas se colocaron en una placa Petri de vidrio en donde estuvieron
colocadas en sobres con papel filtro Whatman del No. 1 de 12.5 cm. Se tomaron 3 ml de
la concentracién aprobar, iniciando con la solucion testigo (Tween 80 mas agua destilada)
y continuando con las diferentes concentraciones (Figura 14). El papel filtro se
impregnaron con 3 ml de la concentracion y con la ayuda de un pincel del no.4, se
colocaron 50 larvas aproximadamente que son distribuidas en el papel, sellandolas con
cinta adhesiva para evitar su fuga una vez los sobres sellados se colocaron en placas
Petri y se introdujeron por 72 horas, Transcurrido el tiempo se procedio a la lectura de los
resultados contabilizando el nimero de larvas vivas y muertas en los tratados y controles.
Para calcular el porcentaje de mortalidad se utilizé la misma férmula que la prueba de

paquete de larvas (33).
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8.5 Andlisis Estadistico.

La concentracion letal (LC) del extracto de P. tuberculatum para el 50% de la poblacion
de garrapatas adultas (LC50) se calcul6 mediante andlisis Probit. Se utilizaron andlisis
de varianza (ANOVA) y pruebas de Tukey post-hoc para establecer diferencias entre los

grupos (la significacion estadistica se estableci6 en p <0.05.
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IX. RESULTADOS.

9.1 Prueba de inmersion de adultas (PIA)

En la prueba de inmersiéon de adultas de Drummond realizado en 6 grupos de 10
especimenes vivos;, se realizaron 5 repeticiones por grupo con diferentes
concentraciones del extracto de P. tuberculatum (100, 50, 25 y 12.5 mg/ml), un grupo
expuesto al acaricida Amitraz y un grupo control expuesto a Tween 80% diluido en agua
destilada.

Al analizar la media de mortalidad en los distintos grupos estudiados, se encontré que
todos los grupos expuestos a P. tuberculatum mostraron la mortalidad mas alta en
comparacién con la mortalidad de los grupos de Amitraz y control. La concentracién de
P. tuberculatum a 100mg/ml fue la que mostré mejor resultado de mortalidad in vitro en
adultos durante los 15 dias de observacion, para el primer dia la mortalidad ya era de
68%, mientras que, para el dia 13 ya habia alcanzado el 100%. En cuanto al Amitraz el
primer dia la mortalidad fue del 8% y al dia 15 alcanz6 un 92%. La concentracibn mas
baja de P. tuberculatum de 12.5 mg/ml mostré una mortalidad el primer dia de 72%,
mientras que el dia 15 alcanzé un 96%. La comparacion de las mortalidades para los
grupos durante los 15 dias fue significativamente distinta con valores de P<0.001, de
acuerdo con la prueba de ANOVA de un factor, (Grafica 1, Tabla 3). El calculo de la
Concentracion letal media (CL 50) para el extracto de P. tuberculatum fue de 47.50 mg/ml

después de 24 horas.

9.2 Inhibicién de la ovoposicién de adultas

Se realizd conteo de ovoposicion de adultos expuestos a las diferentes concentraciones
del extracto P. tuberculatum, asi como grupo control y expuestos a Amitraz.

En cuanto a los porcentajes de ovoposicion durante los primeros 12 dias no se observé
diferencia significativa entre los grupos. En cambio, a partir del dia 13 se encontrd
diferencias significativas en el porcentaje de ovoposicion con un valor de P=0.012
observando un mayor porcentaje de ovoposicion en el grupo control con un 30%, mientras

gue los tratados con Amitraz y P. tuberculatum (100 mg/ml) no se observ6 ovoposicion.
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Al dia 15 el mayor porcentaje de ovoposicion se observo en el grupo control, mientras
que en el grupo de P. tuberculatum y los tratados con Amitraz fue de 0% mostrando

diferencias significativas P< 0.01 (Tabla 4, Gréfico 2).

9.3 Prueba de paquete de larvas (PPL)

Las larvas tratadas con P. tuberculatum (50 mg/ml) mostré una mortalidad del 56%, el
grupo tratado con Amitraz de 35.3% y en el grupo control con 2.67%. La prueba de
analisis de varianza mostroé diferencias significativas entre las tres medias del porcentaje
de mortalidad, mientras que la prueba de Tukey reveld que los tres grupos fueron
diferentes entre si, encontrando que el grupo control y el grupo Amitraz presentaron una
diferencia de medias de 32.67 con valor de P= 0.01, mientras que el Amitraz y el Piper
tuberculatum se obtuvo una diferencia de medias de 20.67 y un valor de P=0.18. La
comparacion entre el grupo control y P. tuberculatum mostré una diferencia de medias
de 53.33 con valor de P<0.01. (Grafico 3, Tabla 5).

9.4 Prueba de inmersion de larvas (PIL)

Las larvas tratadas con P. tuberculatum con una concentracion de 50 mg/ml present6 una
mortalidad del 88.75%, el grupo tratado con Amitraz de 17.92% y en el grupo control con
5.42%. La prueba de andlisis de varianza reveld diferencias significativas entre las tres
medias del porcentaje de mortalidad, mientras que la prueba de tukey mostré que los tres
grupos fueron diferentes entre si, encontrando que el grupo control y el grupo Amitraz
presentaron una diferencia de medias de 12.50 con valor de P= 0.042, mientras que,
entre Amitraz y P. tuberculatum se obtuvo una diferencia de medias de 70.83 y un valor
de P<0.01. Al comparar el grupo control con el grupo tratado con P. tuberculatum se

observo una diferencia de medias de 83.33 con valor de P<0.01, (Grafico 4, Tabla 6).
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X.  DISCUCION.
En la actualidad, la infestacion con ectoparasitos en ganado bovino representa una
inversion negativa de gran valor cuantitativo y cualitativo para los ganaderos nacionales,
debido al costo que requieren los tratamientos para el control y eliminacion de los agentes
infecciosos, asi como el dafio fisico causado en la calidad del ganado mismo.
Es por este motivo que constantemente se busca la manera de utilizar productos de
origen organico de bajo costo y menor grado de afectacion fisica y ambiental al ganado.
En las pruebas realizadas con extracto de la planta de P. tuberculatum en ectoparasitos
hematofagos pertenecientes a R. microplus (garrapata de ganado), se encontro que la
mortalidad obtenida en la prueba de inmersion de adultas, los grupos expuestos a
concentraciones de 100 mg/ml de extracto mostraron los mayores porcentajes (100% en
13 dias de exposicion), en contraste con los grupos expuestos a concentraciones de 50
mg/ml quienes Unicamente obtuvieron un porcentaje de mortalidad de 88% en 15 dias de
exposicion. Los valores de mortalidad obtenidos en este estudio fueron elevados,
principalmente cuando se comparan con otros trabajos como el realizado por Aguilar et.
al (2008), quienes encontraron que los extractos crudos de la planta completa disueltos
en Tween-20 (2%) y etanol (95%) presentaron mortalidades de 79.68 + 22.79% y 69.42
+ 30.58 respectivamente (10). La propiedad acaricida de P. tuberculatum se puede
atribuir a que su hojas y tallos contienen una distribucién amplia de amidas y de otros
compuestos con actividad insecticida (36).
En este estudio se encontrd que la CL50 del extracto de P. tuberculatum después de 24
horas fue de 47.50 mg/ml, Braga et al. en el afio 2018 encontraron resultados similares
al evaluar la actividad de P. tuberculatum para el control de hembras congestionadas y
larvas de R. microplus en donde encontraron que las concentraciones letales para el 50%
de los individuos (LC50) después de 24 horas de exposicion de larvas de R. microplus
fueron 36.2; 39.9 y 53.0 mg/ml para extractos de etanol de frutas, tallos y hojas,
respectivamente (9). La LC50 es la concentracion de una sustancia que cuando se aplica
al medio ambiente de una poblacion objetivo causa la muerte del 50% de los individuos
expuestos (37). Cuanto mas bajo sea el valor de la LC50 del extracto para la garrapata,
mas eficaz sera contra estos ectoparasitos y también tiene la ventaja de ser menos téxico
al huésped (38).
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Por otra parte, durante la realizacion de la exposicion al extracto, se midio el porcentaje
de inhibicion de ovoposicion en adultas durante los 15 dias de exposicion en los cuales
el grupo control presentd altos niveles con un 56% del total de adultos expuestos. Sin
embargo, todos los grupos expuestos en concentracion de 100 mg/ml no presentaron
ovoposicion durante el periodo de exposicion. En el estudio realizado por Rodriguez
Molano et al. en el afio 2015, encontraron que el extracto puro de Morus alba inhibié en
un 73.01% la ovoposicion in vitro de la garrapata adulta (Rhipicephalus (Boophilus)
microplus), mientras que en la concentracion 1:2 se observé 26,21 % de inhibicion (39).
La capacidad inhibitoria del P. tuberculatum en la ovoposicion de R. microplus se podria
asociar a la presencia de algunas moléculas con accion sobre este parametro
reproductivo en esta parte de la planta (40).

Se ha observado que la hoja de P. tuberculatum tiene un mejor efecto en la mortalidad
en adultos en comparacion con los frutos, sin embargo, el extracto de frutos presenta una
mejor capacidad para inhibir la ovoposicion (9), por lo tanto, es probable que los
compuestos en cada elemento de la planta posean propiedades diferentes, remarcando
la necesidad de realizar estudios fitoquimicos dirigidos a aislar estas sustancias, asi como
pruebas in vitro con fracciones de extractos de plantas y sustancias aisladas del
metabolismo de las plantas. Las diferencias en los componentes quimicos aislados de
diferentes especies de Piper pueden estar relacionadas con la diversidad genética de
estas especies, asi como con la edad foliar de la planta, variaciones edafoclimaticas y
diferentes métodos de extraccidon aplicados (41).

Respecto a la prueba de paquetes en larvas, el mayor porcentaje de mortalidad se
encontro en los especimenes expuestos a P. tuberculatum con 56% a una concentracion
de 50 mg/ml, en cambio, para el grupo de Amitraz su mortalidad fue de 35.33%. En el
estudio realizado por Pajuelo (2008) midieron la mortalidad larval a través de la prueba
de paquete larva utilizando extractos crudos de pericarpio de Sapindus saponaria al 6%,
8%, 10%, 15%, y 25% en donde los resultados de mortalidad de las larvas variaron de
63% a 100%, siendo la dilucion de 6% la que ocasiona el 73.3% de mortalidad y el 8%
ocasiona el 82.5%, de mortalidad seguido del 10% que logra el 88.33%, de mortalidad y

finalmente el, 15% y 25% ocasionando el 100% de mortalidad (42).
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Por ultimo, en la prueba de inmersion de larvas de R. microplus, se obtuvo un alto
porcentaje de mortalidad de los grupos expuestos al extracto de P. tuberculatum con
88.75%, al contrario del grupo Amitraz con 17.92%. En estudios realizados por Francisco
et al. (2008) encontraron mediante la prueba de inmersion en larvas que el aceite esencial
de la graminea Citronela de Java (Cymbopogon winterianus Jowitt) in vitro en la garrapata
Boophilus microplus presenta una DL50 en la concentracion de 4,11% frente a las larvas
(43). Otro estudio realizado por Gonzalez et al. (2019) demostraron que los extractos
etandlicos de tres genotipos de Leucaena spp sobre R. microplus en condiciones in vitro
mostraron una mortalidad en larvas de 91.68, 82.00 y 54.06 % para los genotipos
Cunningham, KX2 y Nativa, respectivamente, sin embargo, se requiere de mas estudios
para identificar los metabolitos que tengan una accion individual o en sinergia en el control

de R. microplus (44).
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Xl.  CONCLUSION

e Se encontr6 una alta efectividad del extracto como acaricida de Piper tuberculatum
con una alta tasa de mortalidad en concentraciones de 100 mg/ml en garrapatas
adultas de Rhipicephalus microplus.

e Se obtuvo una mortalidad moderada del extracto como acaricida de Piper
tuberculatum en prueba de paquete de larvas, en cambio, para la prueba de
inmersion de larvas tuvo una alta tasa de mortalidad, ambas pruebas con
concentraciones de 50 mg/ml.

e Se determiné que la concentracion mas efectiva como acaricida de Piper
tuberculatum fue de 100 mg/ml en garrapatas adultas Rhipicephalus microplus.

e Se determind que el acaricida con la mortalidad mas alta fue Piper tuberculatum

en las distintas concentraciones en comparacion al Amitraz.
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Xll.  RECOMENDACIONES
e Realizar estudios in vivo del extracto Piper tuberculatum para el control de
garrapatas Rhipicephalus (Boophilus) microplus en bovinos.
e Comprobar la efectividad del extracto de Piper tuberculatum con otras especies
tanto ganaderas como domésticas realizando pruebas in vitro e in vivo.

e Realizar determinacién de los metabolitos secundarios de la planta.
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XIV. ANEXOS

Tabla 3: Comparacion de mortalidad por dia (%) para la prueba de inmersion de adultas.

Dias Grupos N Mediadel Desviaciéon Intervalo de confianza
porcentaje  estandar para la media al 95%
de Limite Limite
mortalidad inferior superior
1  Control 5 14.00 15.17 -4.83 32.83
Amitraz 5 8.00 17.89 -14.21 30.21
P. tuberculatum (12.5 > 7200 17.89 49.79 94.21
mg/ml)
P. tuberculatum (25 mg/ml) 5 32.00 21.68 5.08 58.92
P. tuberculatum (50 mg/ml) 5 64.00 27.93 29.32 98.68
P. tuberculatum (100 > 68.00 4.47 62.45 73.55
mg/ml)
Significancia 0.000
2 Control 5 14.00 15.17 -4.83 32.83
Amitraz 5 28.00 22.80 -0.31 56.31
P. tuberculatum (12.5 > 78.00 13.04 61.81 94.19
mg/ml)
P. tuberculatum (25 mg/ml) 5 46.00 33.62 4.26 87.74
P. tuberculatum (50 mg/ml) 5 74.00 18.17 51.44 96.56
P. tuberculatum (100 > 8200 8.37 71.61 92.39
mg/ml)
Significancia 0.000
3 Control 5 14.00 15.17 -4.83 32.83
Amitraz 5 38.00 21.68 11.08 64.92
P. tuberculatum (12.5 > 80.00 12.25 64.79 95.21
mg/ml)
P. tuberculatum (25 mg/ml) 5 48.00 29.50 11.38 84.62
P. tuberculatum (50 mg/ml) 5 74.00 18.17 51.44 96.56
P. tuberculatum (100 > 86.00 5.48 79.20 92.80
mg/ml)
Significancia 0.000
6  Control 5  24.00 19.49 (0.20) 48.20
Amitraz 5 68.00 19.24 44,12 91.88
P. tuberculatum (12.5 > 80.00 12.25 64.79 95.21
mg/ml)
P. tuberculatum (25 mg/ml) 5 66.00 26.08 33.62 98.38
P. tuberculatum (50 mg/ml) 5 78.00 13.04 61.81 94.19
P. tuberculatum (100 > 92,00 4.47 86.45 97.55
mg/ml)
Significancia 0.000
7 Control 5 24.00 19.49 -0.20 48.20
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Amitraz 5 76.00 11.40 61.84 90.16
P. tuberculatum (12.5 > 84.00 11.40 69.84 98.16
mg/ml)
P. tuberculatum (25 mg/ml) 5 70.00 27.39 36.00 104.00
P. tuberculatum (50 mg/ml) 5 82.00 10.95 68.40 95.60
P. tuberculatum (100 > 94.00 5.48 87.20 100.80
mg/ml)
Significancia 0.000

8 Control 5 26.00 23.02 -2.59 54.59
Amitraz 5 80.00 7.07 71.22 88.78
P. tuberculatum (12.5 > 86.00 8.94 74.89 97.11
mg/ml)
P. tuberculatum (25 mg/ml) 5 72.00 27.75 37.55 106.46
P. tuberculatum (50 mg/ml) 5 82.00 10.95 68.40 95.60
P. tuberculatum (100 > 96.00 5.48 89.20 102.80
mg/ml)
Significancia 0.000

9 Control 5 30.000 25.4951 -1.656 61.656
Amitraz 5 88.000 4.4721 82.447 93.553
P. tuberculatum (12.5 > 86.000 8.9443 74.894 97.106
mg/ml)
P. tuberculatum (25 mg/ml) 5  78.000 31.9374 38.344 117.656
P. tuberculatum (50 mg/ml) 5  82.000 10.9545 68.398 95.602
P. tuberculatum (100 °  96.000 5.4772 89.199 102.80
mg/ml)
Significancia 0.000

10 Control 5 42.00 24.90 11.08 72.92
Amitraz 5 90.00 7.07 81.22 98.78
P. tuberculatum (12.5 ° 9200 8.37 81.61 102.39
mg/ml)
P. tuberculatum (25 mg/ml) 5 82.00 30.33 44.34 119.66
P. tuberculatum (50 mg/ml) 5 82.00 10.95 68.40 95.60
P. tuberculatum (100 > 98.00 4.47 92.45 103.55
mg/ml)
Significancia 0.000

13 Control 5 48.00 27.75 13.55 82.46
Amitraz 5 92.00 8.37 81.61 102.39
P. tuberculatum (12.5 > 94.00 5.48 87.20 100.80
mg/ml)
P. tuberculatum (25 mg/ml) 5 86.00 21.91 58.80 113.20
P. tuberculatum (50 mg/ml) 5 86.00 8.94 74.89 97.11
P. tuberculatum (100 > 100.00 0.00 100.00 100.00
mg/ml)
Significancia 0.000
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14 Control 5  50.00 28.28 14.88 85.12
Amitraz 5  92.00 8.37 81.61 102.39
P. tuberculatum (12.5 > 96.00 5.48 89.20 102.80
mg/ml)
P. tuberculatum (25 mg/ml) 5  90.00 17.32 68.49 111.51
P. tuberculatum (50 mg/ml) 5 90.00 7.07 81.22 98.78
P. tuberculatum (100 > 100.00 0.00 100.00 100.00
mg/ml)
Significancia 0.000

15 Control 5  48.00 27.75 13.55 82.46
Amitraz 5  92.00 8.37 81.61 102.39
P. tuberculatum (12.5 > 96.00 5.48 89.20 102.80
mg/ml)
P. tuberculatum (25 mg/ml) 5 94.00 13.42 77.34 110.66
P. tuberculatum (50 mg/ml) 5 88.00 13.04 71.81 104.19
P. tuberculatum (100 °  100.00 0.00 100.00 100.00
mg/ml)
Significancia 0.000
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Grafico 1: Porcentaje de mortalidad de R. microplus mediante la prueba de inmersion
de adulto.
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Tabla 4: Comparacién de resultados de la ovoposicion para la prueba de inmersion de adultas.

Dia Grupos N Media del Desviacion Intervalo de confianza
porcentaje de Estandar para la media al 95%
ovoposicion

Limite Limite superior

inferior

2 Control 5 2 4.47 -3.55 7.55
Amitraz 5 0 0 0 0
P. tuberculatum (12.5 mg/ml) 5 0 0 0 0
P. tuberculatum (25 mg/ml) 5 0 0 0 0
P. tuberculatum (50 mg/ml) 5 0 0 0 0
P. tuberculatum (100 mg/ml) 5 0 0 0 0
Significancia 0.439

3 Control 5 6 8.94 -5.11 17.11
Amitraz 5 0 0 0 0
P. tuberculatum (12.5 mg/ml) 5 0 0 0 0
P. tuberculatum (25 mg/ml) 5 0 0 0 0
P. tuberculatum (50 mg/ml) 5 0 0 0 0
P. tuberculatum (100 mg/ml) 5 0 0 0 0
Significancia 0.82

6 Control 5 20 25.50 -11.66 51.66
Amitraz 5 0.00 0.00 0.00
P. tuberculatum (12.5 mg/ml) 5 4 5.48 -2.80 10.80
P. tuberculatum (25 mg/ml) 5 10 14.14 -7.56 27.56
P. tuberculatum (50 mg/ml) 5 4 5.48 -2.80 10.80
P. tuberculatum (100 mg/ml) 5 0 0.00 0.00 0.00
Significancia 0.128

7 Control 5 24 26.08 -8.38 56.38
Amitraz 5 0 0.00 0.00 0.00
P. tuberculatum (12.5 mg/ml) 5 4 5.48 -2.80 10.80
P. tuberculatum (25 mg/ml) 5 12 17.89 -10.21 34.21
P. tuberculatum (50 mg/ml) 5 4 5.48 -2.80 10.80
P. tuberculatum (100 mg/ml) 5 0 0 0 0
Significancia 0.64

8 Control 5 26 29.66 -10.83 62.83
Amitraz 5 0 0.00 0.00 0.00
P. tuberculatum (12.5 mg/ml) 5 4 5.48 -2.80 10.80
P. tuberculatum (25 mg/ml) 5 12 16.43 -8.40 32.40
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P. tuberculatum (50 mg/ml) 5 4 5.48 -2.80 10.80
P. tuberculatum (100 mg/ml) 5 0 0.00 0.00 0.00
Significancia 0.61

9 Control 5 30 33.17 -11.18 71.18
Amitraz 5 0 0.00 0.00 0.00
P. tuberculatum (12.5 mg/ml) 5 4 5.48 -2.80 10.80
P. tuberculatum (25 mg/ml) 5 12 17.89 -10.21 34.21
P. tuberculatum (50 mg/ml) 5 6 8.94 -5.11 17.11
P. tuberculatum (100 mg/ml) 5 0 0 0 0
Significancia 0.56

10 Control 5 24.00 26.08 -8.38 56.38
Amitraz 5 0.00 0.00 0.00 0.00
P. tuberculatum (12.5 mg/ml) 5 4.00 5.48 -2.80 10.80
P. tuberculatum (25 mg/ml) 5 14.00 16.73 -6.78 34.78
P. tuberculatum (50 mg/ml) 5 6.00 8.94 -5.11 17.11
P. tuberculatum (100 mg/ml) 5 0.00 0.00 0.00 0.00
Significancia 0.061

13 Control 5 30.00 27.39 -4.00 64.00
Amitraz 5 0.00 0.00 0.00 0.00
P. tuberculatum (12.5 mg/ml) 5 4.00 5.48 -2.80 10.80
P. tuberculatum (25 mg/ml) 5 16.00 15.17 -2.83 34.83
P. tuberculatum (50 mg/ml) 5 6.00 8.94 -5.11 17.11
P. tuberculatum (100 mg/ml) 5 0.00 0.00 0.00 0.00
Significancia 0.012

14  Control 5 38.00 37.68 -8.79 84.79
Amitraz 5 0.00 0.00 0.00 0.00
P. tuberculatum (12.5 mg/ml) 5 4.00 5.48 -2.80 10.80
P. tuberculatum (25 mg/ml) 5 14.00 15.17 -4.83 32.83
P. tuberculatum (50 mg/ml) 5 8.00 8.37 -2.39 18.39
P. tuberculatum (100 mg/ml) 5 0.00 0.00 0.00 0.00
Significancia 0.015

15 Control 5 56.00 27.02 22.45 89.55
Amitraz 5 0.00 0.00 0.00 0.00
P. tuberculatum (12.5 mg/ml) 5 4.00 5.48 -2.80 10.80
P. tuberculatum (25 mg/ml) 5 16.00 15.17 -2.83 34.83
P. tuberculatum (50 mg/ml) 5 8.00 10.95 -5.60 21.60
P. tuberculatum (100 mg/ml) 5 0.00 0.00 0.00 0.00
Significancia 0.000
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Gréfico 2: Media porcentual de ovoposicion en adultas de R. microplus.

Tabla 5. Analisis de varianza para la mortalidad encontrada en la prueba de paquete de lava entre los grupos en

estudio.
Intervalo de
confianza parala Poast-hoc (Tukey)
media al 95%

Grupos Media Intervalo de
Limite Limite Grupo (1) Grupo (J) Diferencia de Significancia® confianza al 95%
inferior  superior P p medias (I-J) g Limite Limite

inferior superior

Amitraz i Control 3267 0.002 16.65 43869

3933 1525 5541 Amitraz P. tuberculatum 20.67 0.018 -36.69 -4.65

Control Amitraz 3267 0.002 -48.69 -16.65

267 881 1414 Control P. tuberculatum 53.33 0.000 69.35  37.31
P. P Amitraz 20.67 0.018 465 36.69
wherculatym 2000 4110 7090 porcutatum Control 53.33 0.000 37.31 69.35

Significancia 0.000

* Valor de P para la diferencia de medias del grupo I menos los grupos J
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Gréfico 3: Porcentaje de mortalidad de R. microplus mediante la prueba de paquete de

larvas.

Tabla 6. Analisis de varianza para la mortalidad encontrada en la prueba de inmersion de larvas entre los grupos en

estudio.
Intervalo de
confianza para la Post-hoc (Tukey)
media al 95%

Grupos Media - - Intervalo de
Limite — Limite Grupo (1) Grupo (J) (E]g?rzzg{\::li Significancia® —confianza al 95%
inferior  superior P P () g Limite Limite

inferior superior

Amitraz 3047 ) Control 12507 0.042 055 24.44

17.92 5.37 Amitraz P tuberculatum 70.83* 0.000 8278 -58.88

Control Amitraz 12.500* 0.042 2444 055

5.42 634 177 Control P_tuberculatum 8333 0.000 9528 7138
P. P. Amitraz 70.83* 0.000 53.88 8278
tuberculatum 9870 1195 9995 perculatum Control 8333 0.000 7138 9528

Significancia 0.000
*: Valor de P para la diferencia de medias del grupo | menos los grupos J
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Gréfico 4: Porcentaje de mortalidad de R. microplus mediante la prueba de inmersion

de larvas.
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Figur 2: Trituracion de Figura 3: Extracto de

hojas, fruto y tallo de  piper tuberculatum. Figura 4: Extracto de
Piper tuberculatum para Piper tuberculatum luego
la realizacion del de 8 dias al aire libre.
extracto.

5 A : g S

Figura 5: Recoleccion de  Figura 6: Recoleccion de Figura 7: Recoleccion de
garrapatas ingurgitadas garrapatas ingurgitadas garrapatas ingurgitadas en
en ganado del municipio  en ganado del municipio  ganado del municipio de Leo6n
de Ledn (Troilo). de Ledn (Poneloya). (Troilo).
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Figura 8: Extracto tuberculatum  en

de Piper

concentraciones de 100 mg/ml, 50 mg/ml, 25 mg/ml, 12.5
mg/ml.

Figura 9: Preparacion de las distintas Figura 10: Prueba de inmersion de

soluciones para la prueba de inmersiéon de adultas
adultas.
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Figura 11: Soluciones a utilizar Figura 12: Sobres para la prueba de paquete
para la prueba de paquete de larvario
larvario.

Figura 13: Distintas soluciones a utilizar Figura 14: Prueba de inmersion de larvas
en la prueba de paquete de larvario

secandose al aire libre para la eliminar el

exceso de producto.
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