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RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar el efecto acaricida del extracto acuoso de hojas de pifién mediante ensayos in vitro.
Se utiliz6 una prueba de inmersién en cajas Petri con una poblacién de 320 garrapatas adultas. Los tratamientos
incluyeron un control positivo con Amitraz al 20.8% (TO0) y tres concentraciones de extractos de Jatropha curcas (T1
al 4.1%, T2 al 4.24% y T3 al 4.3%), cada uno con cuatro repeticiones evaluadas a las 24, 48, 72 y 96 horas. Ademas, se
caracteriz6 el extracto midiendo pH, densidad, indice de refraccion y acidez. Se empled un disefio completamente
aleatorizado con prueba de Tukey al 5% y el test de Kruskal-Wallis para el andlisis estadistico. Los resultados
mostraron diferencias significativas(p<0.05), en el pH destacando T2 con un nivel de 6.60 = 0.29, mientras que las
demas variables no presentaron diferencias significativas. EI T2 presenté la mayor mortalidad (20.00 + 0.00) a las 96
horas, siendo significativamente mas efectivo que los demas tratamientos. En contraste, TO y T1 mostraron mayores
tasas de supervivencia (1.75 £ 0.50 y 2.25 + 0.50, respectivamente). Estos resultados sugieren que el extracto de hojas
de pifién es una prometedora alternativa ecoldgica para controlar garrapatas en bovinos.
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ABSTRACT

The objective of the study was to evaluate the acaricidal effect of the aqueous extract of pine nut leaves through in vitro
tests. An immersion test was used in Petri dishes with a population of 320 adult ticks. The treatments included a
positive control with Amitraz at 20.8% (T0) and three concentrations of jatropha curcas extracts (T1 at 4.1%, T2 at
4.24% and T3 at 4.3%), each with four repetitions evaluated at 24, 48, 72 and 96 hours. In addition, the extract was
characterized by measuring pH, density, refractive index and acidity. A completely randomized design was used with
a 5% Tukey test and the Kruskal-Wallis test for statistical analysis. The results showed significant differences (p<0.05),
in pH, highlighting T2 with a level of 6.60 £ 0.29, while the other variables did not present significant differences. T2
presented the highest mortality (20.00 + 0.00) at 96 hours, being significantly more effective than the other treatments.
In contrast, TO and T1 showed higher survival rates (1.75 + 0.50 and 2.25 * 0.50, respectively). These results suggest
that pine nut leaf extract is a promising ecological alternative to control ticks in cattle.
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1. INTRODUCCION

Las garrapatas representan uno de los mayores problemas sanitarios en la ganaderia a nivel mundial (1).
En particular, la especie Boophilus microplus, conocida como la garrapata comudn del ganado, ha causado
pérdidas econdmicas significativas en la produccién ganadera debido a su capacidad vectorial y su
capacidad de transmitir patégenos (2,3). Ademas, estas garrapatas representan un riesgo para la salud
publica, ya que pueden transmitir bacterias, rickettsias, virus y protozoarios a humanos (4).

El uso excesivo de acaricidas quimicos ha provocado resistencia en las garrapatas y generados problemas
ambientales, incluida la contaminacién del suelo y el agua. Ademas, estos productos quimicos presentan
inconvenientes como la generaciéon de residuos, contaminacidn y costos elevados, lo que resalta la
necesidad de buscar enfoques alternativos. Por lo tanto, se ha explorado el uso de compuestos naturales,
como los extractos de plantas y alternativas ecolodgicas sostenibles para el control de garrapatas en el
ganado bovino (3,5,6).

Pabén y Hernandez (7) destacan que Jatropha curcas se ha reconocido como una planta prometedora en el
control de plagas debido a sus principios activos, los cuales se extraen de diversas partes de la planta.
Igualmente, Idrees et al. (8) mencionan la eficacia y capacidad de la planta para combatir hongos, parasitos
y otros organismos, debido a que contiene una variedad de compuestos bioactivos fitoquimicos, tales como
taninos, fitoesteroles, glucésidos, compuestos fendlicos, flavonoides, sapogeninas y esteroides.

El Jatropha curcas es un arbusto que se encuentra ampliamente distribuido en diversas regiones de
Ecuador y ha sido utilizado tradicionalmente para diversos fines, como cercas vivas de potreros (9). Sin
embargo, sus propiedades acaricidas potenciales en la medicina veterinaria no han sido ampliamente
estudiadas en el contexto local. De acuerdo con los antecedentes encontrados, existe poca evidencia del uso
de hojas de Jatropha curcas para el control de parasitos externos, por ello el objetivo del estudio es evaluar
el efecto acaricida del extracto de hojas de Jatropha curcas en el control de garrapatas del ganado bovino,
con la finalidad de encontrar una alternativa ecoldgica y sustentable.

2. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se ejecutd en los predios la carrera de Medicina Veterinaria de la Escuela Superior
Politécnica Agropecuaria de Manabi Manuel Félix Lépez (ESPAM MFL), ubicadas en el sitio limén Campus
Politécnico a 000 49°'23” de latitud sur 800 11°01” de longitud oeste, a una altura de 15msnm.

La investigacion es de tipo experimental, donde se utiliz6 320 garrapatas en fase adulta del género
Rhipicephalus microplus como unidad experimental dividida 20 garrapatas por 16 cajas Petri.

2.1. Recoleccion, deshidratacion, obtencion y caracterizacion del extracto de las hojas

Se recolectaron 4 kg de hojas de Jatropha curcas en perfectas condiciones, que fueron deshidratadas en
sombra durante tres semanas. Posteriormente, se trituré el material vegetal y se separd en distintas
fracciones utilizando un molino industrial y tamiz, lo que resultd en una reduccién total de 5 libras de la
muestra. El producto de la molienda y tamizado de las hojas secas se diluy6 con agua destilada en diferentes
proporciones: 5:100, 7:100 y 9:100. La eleccién de la proporcion 7:100 se basé en estudios previos (Tello
et al, 2014), mientras que las proporciones 5:100 y 9:100 se establecieron de manera aleatoria. Este
proceso se llevo a cabo durante 30 minutos para cada extraccion, utilizando un equipo de ultrasonido.

Una vez obtenido el extracto acuoso de las hojas se filtré en un vaso de precipitacion de 1000 mL con papel
filtro, después se emulsion6 empleando un agitador magnético HOT & STIRRER® y bala de teflén, a 3500
revoluciones por minuto (RPM) y agregando paulatinamente goma ardbiga EMPROVE® al 1.6% para cada
uno de los tratamientos.
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La caracterizacion del extracto de las hojas se realiz6 mediante varios analisis. Para determinar el pH, se
utilizé un medidor electrométrico de pH marca DAKTON PH510®, siguiendo el método potenciométrico
con una celda electroquimica (NTE INEN 1087). La densidad se determiné mediante el método de
picnometria, que compara el peso de los picndmetros vacios, llenos de agua y llenos con la muestra (10). El
indice de refraccién se midié utilizando un refractémetro marca ATAGO®, siguiendo el procedimiento
descrito por Vizoso Gutiérrez (11).

El porcentaje de acido oleico se determindé mediante un método volumétrico, utilizando una solucién
estandarizada de hidréxido de sodio y fenolftaleina como indicador de reaccién acido-base, basado en las
directrices de la INEN (2013). Finalmente, la concentracion de fenoles se determindé mediante
espectrofotometria UV-visible con un espectrofotometro THERMO-SCIENTE 20D®, utilizando el método
de Folin-Ciocalteu y acido galico como material de referencia (12).

2.2, Identificacion y recoleccion de garrapatas en fase adulta en bovinos infestados

Se identificaron bovinos infestados de garrapatas en fase adulta procedentes del hato bovino de la ESPAM-
MFL. Una vez inmovilizados en la manga o embudo del establo, se procedié a extraer los ectoparasitos de
forma manual, con el uso de guantes y con medidas preventivas para evitar dafos en las estructuras de las
garrapatas, 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 Laboratorio de Quimica, ubicado
en la Carrera de Medicina Veterinaria de la ESPAM-MFL.

2.3 Prueba in vitro

Las concentraciones de 4.1, 4.24 y 4.3 % de los extractos de hojas de pifién fueron aplicados en 16 cajas
petri constituidas por 20 garrapatas como unidad experimental, donde se formaron grupos homogéneos
por tratamientos y repeticiones. Ademas, se llevo a cabo la realizacion de la Prueba de Inmersion de Adultos
(AIT), conocida en inglés como el "Adult Inmersion Test" (AIT), segin lo descrito por Lopera etal (13). Este
procedimiento consiste en sumergir grupos de garrapatas en cada uno de los tratamientos mencionados a
los que se deposit6 3 ml de la dilucion de los extractos, durante un periodo de 10 minutos. Posteriormente,
las soluciones con las garrapatas fueron suavemente agitadas y después de la inmersidn, las garrapatas
fueron retiradas, secadas con papel absorbente y devueltas a sus respectivas cajas de Petri. Estas cajas,
cubiertas previamente para evitar la fuga de los individuos, fueron rotuladas y colocadas en una incubadora
a una temperatura de 28 a 30°C y humedad relativa de 72 a 80%.

Lalectura de mortalidad y sobrevivencia de las garrapatas se realizé alos 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 periddicas 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 (14).

2.4 Diseiio experimental y analisis estadistico

Se evaluaron diversas variables relacionadas con la caracterizacion de los parametros fisicoquimicos de los
extractos de Jatropha curcas, incluyendo pH, densidad, indice de refraccidn, acidez y concentraciéon de
fenoles totales. Paralelamente, se llevo a cabo un seguimiento de la mortalidad y supervivencia de las
garrapatas durante un periodo de 24, 48, 72 y 96 horas. Los tratamientos utilizados fueron los siguientes:
TO (Testigo): Amitraz al 20.8%; T1: Extracto de las hojas de Jatropha curcas (pifién) al 4.1% de
concentracion; T2: 4.24% y T3: 4.3%.

Para esta investigacién se utilizd un Disefio Completamente al Azar (DCA) con un total de los 4
tratamientos, con cuatro repeticiones, el modelo matematico es el siguiente: YIJ=M+TI+EI]

Los datos se registraron en el software Microsoft Excel (2016), el andlisis estadistico se realizé en el
paquete InfoStat 2020, se efectud los supuestos de ANOVA (normalidad y homogeneidad de varianza); para
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las variables con normalidad se utiliz6 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.

3. RESULTADOS
3.1 Niveles de concentracion de fenoles del extracto de Jatropha curcas

Después de ajustar linealmente las concentraciones de fenoles totales en el extracto de hojas de Jatropha
curcas mediante el método de minimos cuadrados para cada muestra, se obtuvo la ecuacion: y=0,2478x-
0,1694, con un coeficiente de determinacién R*2=0,9946. El analisis de la varianza realizado con el paquete
estadistico Infostat mostré que la regresion lineal es la mas adecuada, con un valor p<0,05, lo que indica
una asociacidn lineal entre la absorbancia y la concentracién de los extractos.

En la determinacién de los tres niveles de concentracion para las muestras del extracto de las hojas de
pifién, la curva de calibracién establecié por efecto de absorbancia los siguientes: 4.1, 4.24 y 4.3% de
fenoles Figura 1.

1,20
» 1,00 y=0,2478x-0,1694 .9
1] r .
£ 080 R? = 0,9946 e
& P-valor: 0,00016
2 0,60 -
2 0,40 -
] e
< 0,20
C__.
0,00
0 1 2 3 4 5 6

g/L acido gélico

Figura 1. Curva de calibracién para determinar fenoles en el extracto de Jatropha curcas

En el estudio de Vega-Ruiz (2021), los extractos metanoélicos de hojas de Jatropha cinerea mostraron un
contenido de fenoles totales del 8.26%. De manera similar, Khalifa et al. (15) reportaron un 9.14% en
extractos etandlicos de Jatropha curcas. Estos niveles elevados de fenoles se atribuyen al uso de solventes
organicos en lugar de agua para la extraccidn.

3.2. Caracterizacion de los parametros fisicoquimicos del extracto

En la tabla 1 se muestran los resultados del andlisis de las medias de los parametros fisicoquimicos del
extracto. Se observé que el pH presentd diferencias significativas entre todos los tratamientos. El
tratamiento T2, con un pH de 6,60 £ 0,29, fue significativamente superior (p<0,05) al de los otros
tratamientos. No se encontraron diferencias significativas en las variables de densidad, indice de refracciéon
y acidez. Tal como lo menciona Lafargue et al. (10), las propiedades fisicoquimicas del pifién (Jatropha
curcas) varian segun la estructura de la planta. Aunque la densidad y el indice de refraccién tienden a ser
constantes, el pH y el indice de acidez pueden variar dependiendo de la parte de la planta utilizada y del
tipo de procesamiento aplicado.
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Tabla 1. Caracterizacion de extracto de las hojas de pifién

Tratamiento pH Densidad G/Ml Indice de Refraccién Acidez
T14.1% 5,10 (+0,08) B 1,02 (+0,01) 1,33 (+0,02) 0,87 (¢0,05)
T2 4.24% 6,60 (x0,29) A 1,03 (£0,04) 1,35 (+0,01) 0,87 (¢0,07)
T3 4.3% 592 (+0,58) B 1,06 (x0,04) 1,34 (x0,01) 0,88 (x0,03)
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 segin 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

3.3. Evaluacion in vitro del extracto de las hojas de pifi6n en las garrapatas del ganado bovino

3.3.1 Mortalidad y supervivencia de garrapatas in vitro a las 24 horas

Los resultados de la tabla 2 indicaron que el tratamiento T2 (4.24%) destaco significativamente entre los
tratamientos, demostrando una mayor efectividad acaricida in vitro a las 96 horas evaluadas, con una mortalidad
media de 17,75 (£ 0,5) garrapatas. En contraste, los tratamientos TO (Amitraz) y T1 (Extracto de J. curcas) mostraron
los mayores valores de supervivencia.

Tabla 2. 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) A
T14.1% 13,25(20,96) B C 6,75(£0,96) AB
T2 4.24% 17,75(%0,50) A 2,25(+0,50) C
T3 4.3 % 15,25(x0,96) B 4,75 (£0,96) B
p-valor <0,0001 <0,0001

E.E. 11,0000 11,0000

Nota: Promedio con letras distintas en la columna, difieren significativamente segtn 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 a los reportados por Soca et al. (16), quienes observaron porcentajes de
repelencia superiores al 89% para los aceites de Jatropha curcas alas 2, 4, 8, 16 y 24 horas. Esta alta eficacia
del repelente se atribuye a los compuestos quimicos presentes en el aceite.

3.3.2. Mortalidad y supervivencia de garrapatas a las 48 horas

Como se presentan en la tabla 3 las medias de mortalidad de garrapatas entre tratamientos, donde se
observan diferencias significativas (p < 0,05) entre todos los tratamientos. E1 T2 (18,75 + 0,50) mostré la
mayor mortalidad, sin diferir del T3 (17,25 * 0,50). Por otro lado, el TO (13,00 + 1,63) y T1 (15,75 £ 0,96)
registraron las menores mortalidades, diferencidandose estadisticamente entre si; sin embargo, T1 no
difiere del T3.

Tabla 3. Mortalidad y supervivencia de garrapatas in vitro a las 48 horas

Tratamientos Variables
Mortalidad Supervivencia

TO Amitraz 20.8% 13,00(+1,63) C 7,00 (+1,63) A
T14.1% 15,75(%0,96) B 4,25 (+0,96) B
T2 4.24% 18,75(+0,50) A 1,25(+0,50) C
T3 4.3% 17,25 (£0,50) AB 2,75(x0,50) CB
p-valor <0,0001 <0,0001

E.E. 12,2500 12,2500

Nota: Promedio con letras distintas en la columna, difieren significativamente segtn 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.
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Mientras que los resultados de supervivencia de garrapatas a las 48 horas mostraron diferencias
significativas entre todos los tratamientos, el T2 (1,25 + 0,50) y T3 (2,75 # 0,50) presentaron los menores
valores de supervivencia, sin diferencias entre ellos. En cambio, el TO y T1 registraron los mayores valores
de supervivencia, diferenciandose estadisticamente entre si, aunque T1 no difiri6 de T3.

Un caso que ilustra lo mencionado anteriormente es el estudio de Rodriguez y Pulido (14), donde se
observé un incremento progresivo en la mortalidad acumulada de garrapatas tratadas con extracto de
Morus alba (morera) desde las 48 hasta las 96 horas post-aplicacién, tanto en su forma pura como en sus
diluciones. El extracto puro de morera logr6 una mortalidad del 73,3 % en garrapatas adultas evaluadas in
vitro, superando significativamente a los demas tratamientos.

3.3.3 Mortalidad y supervivencia de garrapatas in vitro a las 72 horas

En la tabla 4 se detallan las medias de mortalidad de garrapatas entre los tratamientos, donde se
observaron diferencias significativas (P<0,05) entre todos ellos. El tratamiento T2 (19,75 * 0,50) mostré la
mayor mortalidad, sin diferir significativamente del T3 (18,50 + 0,58). En contraste, T0 (16,25 + 0,96) y T1
(17,50 £ 0,58) registraron las menores mortalidades, sin diferencias entre ellos, aunque T1 tampoco difirio
de T3. Los resultados de supervivencia de garrapatas a las 72 horas mostraron diferencias significativas
(P<0,05) entre los tratamientos. El T2 (0,25 + 0,50) tuvo la menor supervivencia, sin diferir del T3. En
contraste, TO y T1 mostraron mayor supervivencia, sin diferencias entre ellos, aunque T1 (2,50 + 0,58) no
difirié de T3 (1,50 + 0,58).

Tabla 4. 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 (+0,96) A
T14.1% 17,50 (x0,58) BC 2,50 (+0,58) AB
T2 4.24% 19,75 (+0,50) A 0,25 (x0,50) C
T3 4.3% 18.50 (%0,58) AB 1,50 (+0,58) BC
p-valor 0,0001 0,0001
E.E. 5,5000 5,5000

Nota: Promedio con letras distintas en la columna, difieren significativamente segiin 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 consistentes con el estudio de Rodriguez y Garcia (17), que demostré que el producto
sintético amitraz tuvo una eficacia inferior en comparacién con otros acaricidas evaluados. Amitraz mostro
una mortalidad de solo el 38,5%, mucho menor que el minimo aceptado internacionalmente, que es del
90% o mas.

3.3.4 Mortalidad y supervivencia de garrapatas a las 96 horas

En la tabla 5 se presentan las medias de mortalidad de garrapatas entre los tratamientos. El T2 (20,00 *
0,00) mostré la mayor mortalidad y presenté diferencias significativas (p < 0,05) respecto a los otros
tratamientos. Por otro lado, TO y T1 exhibieron menor mortalidad sin diferencias entre ellos, y TO (18,25 *
0,50) no difirié significativamente del T3 (18,75 *+ 0,50). Mientras que, el analisis de supervivencia de
garrapatas a las 96 horas revel6 diferencias significativas entre los tratamientos. E1 T2 (0,00 £ 0,00) mostré
la menor supervivencia y se diferencié significativamente (p < 0,05) de los demas tratamientos. En
contraste, TO (1,75 = 0,50) y T1 (2,25 £ 0,50) presentaron una mayor supervivencia sin diferencias entre
ellos, y TO tampoco difiri6 del T3 (1,25 + 0,50).
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Tabla 5. 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 (x0,50) AB
T14.1% 17,75 (20,50) C 2,25 (+£0,50) A
T2 4.24% 20,00 (+0,00) A 0,00 (+0,00) C
T3 4.3% 18,75 (x0,50) B 1,25 (20,50) B
p-valor 0,0001 0,0001

E.E. 2,2500 2,2500

Nota: 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 hallazgos coinciden con investigaciones previas que destacan las propiedades insecticidas y
mosquicidas de los extractos de Jatropha curcas de Saetae & Suntornsuk (18) y los resultados de Lopera et
al. (13), quienes reportaron una reducciéon del 90% en la postura de Rhipicephalus (Boophilus) tratadas
con extracto de hojas de Jatropha.

En investigaciones en Ecuador, como la de Lopez (19), se observo que los tratamientos a las 96 horas post-
aplicacion lograron altos porcentajes de mortalidad de Rhipicephalus microplus. Un extracto acaricida de
ruda al 100 ml/L presenté un 50% de mortalidad, mientras que a 50 ml/L alcanzo el 33.33%. Estudios
similares de Sanis et al. (20) reportaron que extractos de hojas de Jatropha curcas inhiben la eclosién de
huevos de garrapatas tratadas, posiblemente debido a compuestos como la flavona y apigenina, que
reducen el nivel de ecdisteroide activo al inhibir la enzima P450.

4. CONCLUSION

El extracto acuoso de hojas de Jatropha curcas exhibe un efecto acaricida en el control de garrapatas en el
ganado bovino. Este estudio representa una contribucién significativa para disminuir la dependencia de
acaricidas quimicos y sus efectos adversos en la salud publica y el medio ambiente.

El extracto acuoso de hojas de Jatropha curcas como acaricida ecolégico ofrece una alternativa sostenible
para controlar garrapatas. A nivel social, este método podria disminuir los riesgos asociados con la
exposicién a los acaricidas convencionales, promoviendo una ganaderia mas segura para trabajadores y
comunidades cercanas. Ademas, fomenta el aprovechamiento de recursos locales, contribuyendo al
desarrollo rural sostenible y la mitigacion de problemas de salud publica vinculados a la transmisién de
enfermedades zoonoticas por garrapatas.

Dado que el presente estudio se centra en pruebas in vitro, es necesario realizar investigaciones adicionales
que incluyan ensayos in vivo para evaluar la eficacia y la seguridad del extracto en condiciones de campo.
Asimismo, se recomienda explorar la posible combinaciéon de extractos de jatropha curcas con otros
compuestos naturales para potenciar su actividad acaricida. También seria relevante investigar los efectos
alargo plazo del uso de este extracto en los ecosistemas locales, asf como su impacto econémico en sistemas
ganaderos de distintas escalas productivas. Estas investigaciones ayudarian a superar las limitaciones
actuales y establecer protocolos mas robustos para su aplicacién.
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