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RESUMEN

Con el objetivo de evaluar la actividad ixodicida de extractos de
Sapindus saponaria sobre huevos y larvas Boophilus microplus en la Provincia
de Leoncio Prado Tingo Maria Huanuco, Perd, se midid a través de la
mortalidad larval usando la prueba de paquete larval. Para ello se utilizaron
extractos crudos de pericarpio de Sapindus saponaria al 6%, 8%, 10%, 15%, y
25% de diucién colectadas en la provincia de Leoncio Prado. Se colectaron e
incubaron garrapatas adultas de B. microplus para obtener las larvas que
fueron expuestas por 2 segundos a los extractos crudos previamente disueltos
en agua destilada. Se utilizaron 6 tratamientos y cinco repeticiones para los
grupos tratados. Los resultados de mortalidad de las larvas variaron de 63% a
100%, siendo la dilucién 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 finaimente el ,15% y 25% ocasionando el 100% de mortalidad. La
dosis de 6% es mas efectivas para el caso de huevos inhibiendo Ia eclosién en
un 37.5% siendo la dosis minima empleada. Se concluye que los extractos de
Sapindus saponaria se perfilan como herramientas para controlar
biolégicamente huevos y larvas de Boophillus microplus, no sélo por afectar la
supervivencia de las mismas, la cantidad de poblaciones se ve disminuida,
entre otras caracteristicas, sino también por inhibir principalmente los indices
de Eficiencia Reproductiva. Esto asegura una disminucién en las futuras
generaciones y por tanto controlan la reinfestacion de los animales en
pastoreo, de este modo se esta afectando directa y fuertemente la dinamica
poblacional del artr6podo.
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. INTRODUCCION

En las regiones tropicales y subtropicales, a nivel mundial, las
garrapatas son los principales ectoparasitos que causan problemas
econdmicos por su efecto en los bovinos. La estrategia mas utilizada para
controlar las garrapatas consiste en la aplicacién de ixodicidas. El uso continuo
e irracional de los ixodicidas ha ocasionado la generacidn de cepas de
garrapatas resistentes a estos quimicos (RODRIGUEZ-VIVAS et al., 20086). En
el trépico mexicano y América latina, el problema de resistencia a los ixbdicidas
en la industria bovina es cada dia mas generalizado, lo que ha propiciado la
busqueda de métodos alternativos de control de esta plaga, tales como la
seleccion de razas resistentes, uso de vacunas, control biolégico y extractos de
plantas (RODRIGUEZ-VIVAS et al., 2005). Recientemente se reporta que los
extractos de plantas tienen efectos como repelente de garrapatas o como
agentes ixodicidas (TEDONKENG et al., 2005). El presente trabajo tiene como
objetivo evaluar la actividad ixodicida de extractos de Sapindus saponaria como

método alternativo para el control de gamrapatas Boophilus microplus.

El propésito de esta investigacion esta en conocer el efecto invitro
del extracto del fruto de tingana (Sapindus saponaria) frente al Boophilus

microplus y su eficacia en el control de huevos y larvas.
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Frente a todos estos sucesos se plantea la siguiente hipotesis: “El

extracto del fruto de tingana (Sapindus saponaria L.) presenta efectividad frente
a huevos y larvas de Boophilus Microplus ; asi mismo, es eficaz en el
tratamiento de la garrapatosis. Los objetivos que persigue este trabajo de

investigacion son:

Objetivo general

- Evaluar el efecto in vitro de los extractos crudos de Sapindus saponaria

sobre huevos y larvas de Boophilus microplus.

Objetivos especificos

- Determinar el porcentaje de mortalidad in vitro de huevos y larvas de
Boophilus microplus bajo los efectos de los extractos crudos de
Sapindus saponaria.

- Determinar el periodo de supervivencia luego dela prueba de inmersion
en larvas de Boophilus microplus bajo los efectos delos extractos crudos

de Sapindus saponaria.



il REVISIONDE LITERATURA

2.1. Generalidades de la garrapata

Las garrapatas del ganado vacuno son un grupo de parasitos
artropodos hematéfagos causantes de enfermedad parasitaria externa que
afecta a los bovinos en todas sus edades, causandoles anemia perjudicial para
la produccion; irritacion y malestar en los animales. Cuando una enfermedad
cursa con algun tipo de anemia, definiéndose a éstas como la incapacidad de
la sangre de transportar oxigeno, se llega invariablemente a una baja en la
produccion individual y general del rebafio. Estas bajas en los rendimientos
productivos se ven acentuadas en casos tales como animales jovenes, viejos,
hembras lactantes o aquellos cuyo sistema inmunolégico esté afectado en

forma temporal o permanente (DRUGUERI, 2004).

2.1.1. Distribucion

La garrapata Boophilus microplus (Acari: Ixodidae) es un
ectoparasito que posee una alta distribucién por todo el mundo y es de gran
importancia econémica, por las pérdidas que ocasiona en la produccion de

rebafios bovinos. Este parasito se originé en Asia, lugar donde se desarrolld
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por miles de afos en estrecho contacto con el ganado cebuino (Bosindicus).
Debido a su coevblucién, esta especie bovina desarrollé y ha mantenido cierto
grado de resistencia, mientras que las razas de ganado continental (Bostaurus)

son susceptibles a este ectoparasito (NUNEZ et al., 1987).

2.1.2. Localizacion

Se distribuye por todo el animal haciéndose mas notoria la
infestacion en las orejas, tabla del cuello, region pectoral, axilas, base de la
cola, region del periné en todos sus estadios parasitarios (GRUPO LATINO,
2004) y parte interna del muslo (BAYER, 2004). Las larvas y las ninfas en
ocasiones son encontradas en la oreja y los adultos en pecho, papada,
genitales (Strickland et al., 1976; citado por MUNOZ, 2001), cuello, axila,

abdomen, ingle y prepucio (Barriga, 1994; citado por MUNOZ, 2001).
2.1.3. Viade infestacion

Siempre es directa, necesitan ellas mismas entrar en contacto con
el hospedador para poder alcanzarlo (DRUGUERI, 2004). La mitad del ganado
del mundo es afectado por una o varias enfermedades transmitidas por las
garrapatas que son la mayor limitante en la produccion animal, principalmente
en las zonas tropicales y subtropicales. Una infestacion moderada con
garrapatas no controladas causa un 25% de pérdidas en la ganancia de peso

(KENNEDY, 1981).



2.1.4. Ciclo biolégico y epidemiologia

La garrapata es un acaro, que tiene un ciclo de vida que se divide
en dos fases, la parasitaria (larva - ninfa - adulto), sobre todo el bovino dura
aproximadamente 21 dias. La fase no parasitaria (hembra adulta teleégina -
huevo y larva infestante), que realiza sobre el suelo y los pastos tiene una
duracién variable y dependiente del clima (MERIAL, 2001). El ciclo da
comienzo cuando una garrapata adulta repleta de huevos se desprende del
animal y caer al suelo (BAYER, 2004; DRUGUERI, 2004). La hembras en
estado de gravidez se prepara para efectuar la ovoposicion, (BAYER, 2004),
que puede durar de 13 a 22 dias dependiendo de la temperatura, (GRUPO
LATINO, 2004), retracta el capitulum y extiende una vesicula ventral al escudo,
la cual se agranda formando dos I6bulos los cuales contienen glandulas que
secretan un material viscoso. A medida que los huevos son expulsados al
exterior por el oviducto, ellos van siendo recibidos por esto 16bulos extendidos y
son cubiertos por la secrecion pegajosa con el fin de hacer los huevos una
masa adherente y protegerlos contra la deshidratacion, medio ambiente
desfavorable (desecacién) y permitir la oxigenacion del embriéon dentro del
huevecillo, incluso bajo el agua (GRUPO LATINO, 2004). Los huevos son
puestos en el terreno en areas de vegetacion abundante de preferencia en
pasto crecido, (INFOMERIAL, 2001), resguardado y con cierta humedad,
supuesto que haga calor, a las 6 u 8 semanas dan nacimiento a larvas muy
diminutas con 6 patas, (BAYER, 2004), que después de la incubacion

permanecen agrupadas cerca del lugar donde eclosionaron para darse
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proteccién mutua contra la desecacion y asegurar la sobrevivencia (BUITRAGO

et al., 2001).

La larva trepa sobre las hierbas, matorrales o postes en la espera
de un hospedero (BAYER, 2004). Dentro de los estimulos para reconocer al
huésped incluyen didxido de carbono, olor, vibraciones, interrupciéon de luz,
corrientes de aire, calor y humedad (INFOMERIAL, 2001). Tan pronto lo han
encontrado, a los 7 6 10 dias con sus fuertes 6rganos se adhieren a la piel, la
perforan y succionan sangre y liquido corporal por 4 a 6 dias hasta quedar
llenas. Entonces sufren una muda meta larva con cambio en tegumento y
aparicion de un par de patas, que da lugar a los 2 dias a la ninfa con
actividades y hébitos de las similares a los de las larvas. Estas succionan
sangre durante 3 a 5 dias antes de otra muda metaninfa, desarrollando otro
cambio en exoesqueleto para transformarse en 6 a 8 dias en adulto con 8
patas y sexualmente diferenciado, permaneciendo en el hospedero por 6 a 8
dias, periodo en que se aparean (BAYER, 2004). La cépula por lo general se
produce en el hospedador. La fecundacion de la hembra se produce antes de

que esta se nutra, lo que influye en la rapidez con lo cual ocurre la fecundacién.

2.1.5. Clasificacion ciclo biolégico

La garrapata Boophilus microplus presenta un ciclo de vida que se
caracteriza por la utilizacién de un solo hospedero, generaimente un bovino

aunque puede infestar ocasionalmente a los equinos, ovinos y caprinos; para



7
lograr su desarrollo, componiéndose de tres fases: la no parasita, que
comprende desde que la hembra se desprende de su hospedero hasta la
aparicion de las larvas eh la vegetacion, fase de encuentro, que es el contacto
de las larvas con su hospedero y la fase parasita que empieza con la fijacion de
las larvas a su hospedero, hasta su desprendimiento como hembra repleta y
durante la cual se llevan a cabo los procesos de muda, copula y alimentacién.
El ciclo de la garrapata Boophilus microplus consta de dos ciclos bien definidos

como sucede en todos los parasitos (MERIAL, 2001).

2.1.6. Ciclo parasitico

Se cumple sobre el animal desde el momento en que una larva
provista de tres pares de patas, se adhiere al animal e inicia la ingurgitacién de
sangre. La larva se alimenta de sangre y en 6 a 7 dias, muda a ninfa, la cual
tiene cuatro pares de patas; la ninfa se ingurgita de sangre y en 6 o 7 dias
muda a adulto, diferenciandose los machos y las hembras y se ingurgita de
sangre para caer repleta de sangre en 6 6 7 dias, para un ciclo parasitico total

de 18 a 21 dias (BAYER, 2004).

2.1.7. Ciclo no parasitico

Se inicia desde el momento en que la garrapata ingurgitada de
sangre inicia la postura de 2500 huevos para el caso de Boophilus microplus,
postura que finaliza en 14 dias y luego la garrapata muere. Una vez finalizada

su postura la larva nace a los 28-30 dias (SUTHERST, 1989). La fase no
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parasita B. microplus esta caracterizada por varios periodos de desarrollo,
preoviposicién, oviposicion, incubaciéon y sobrevivencia larval; el periodo de
preoviposicién comprende desde la caida de las hembras al suelo hasta la
puesta de los primeros huevos 2 a 14 dias, dependiendo de las condiciones
ambientales, el periodo de oviposicion es el tiempo considerado desde que se
inicia la puesta de los primeros huevos hasta los (ltimos (11 a 70 dias), el
periodo de incubacion comprende el tiempo desde que se inicia la oviposicion
hasta la emergencia de las larvas (21 a 146 dias) y el periodo de sobrevivencia
larval es el tiempo desde que inicia la emergencia de las larvas hasta la muerte

de la ultima (43 a 240 dias).

2.1.8. Periodo de préovoposicion o protoquia

DE LA CRUZ (1971) encontré que este periodo varié entre 3 a 6
dias, aunque no se informoé del mes de colocacion de teleéginas. En Formosa
Argentina IVANCOVICH (1975) obtuvo 2,3 a 2,5 dias cuando las teleéginas
fueron colocadas de diciembre a febrero, y un maximo de 6,7 dias en julio. En
este mismo pais NUNEZ et al. (1987), sobre un total de 6000 observaciones,
se obtuvo para el verano de 2 a 6 dias, con una moda de 3 y una media de 3,4

dias.

En condiciones de laboratorio ALVARADO y GONZALES (1979),
informan periodos de pre ovoposicién medios de 3 dias (86% de las Teledginas
estudiadas), con extremos de 2 a 6 dias. En forma similar, en Estados Unidos

de Norteamérica DAVEY et al., (1980) obtuvieron duraciones de 3 a 3,2 dias a



27 °C y a una humedad relativa de 80%

2.1.9. Periodo de ovoposicion u ootoquia

Esta observacidon en condiciones de laboratorio, como la localidad
subtropical de Formosa, Argentina IVANCOVICH (1975) observé 9 y 10 dias en
diciembre y enero (verano), respectivamente, y 27 en agosto (inviemo), De la
Vega (1985), citado por NARI (1992), ha encontrado que el desove puede
completarse entre 5 y 17 dias en condiciones favorables de temperatura (21 a

36 °C), con una eficiencia de postura, en relacion a peso, de 45 a 60%.

2.1.10. Periodo de incubaciéon

Hooker et al. (1985), citados por NUNEZ (1987) afirman que el
periodo de incubacion en condiciones de laboratorio es de 24 dias y de 27 a 34
dias al medio ambiente. En condiciones de laboratorio a 26° C y 80% de
humedad relativa (HR), ALVARADO y GONZALES (1979) observaron que en
77% de los grupos de huevos depositados el periodo de incubaciéon duré de 22
| a 24 dias, con cifras extremas de 21 y 27 dias. DE LA CRUZ (1971) reafirma
desde la caida de la teledginas ingurgitada de sangre y repleta de huevos
hasta la eclosién de su primer huevo en las pasturas o en el medio ambiente,

llamandole a este intervalo periodo prenatal, de 27 a 65 dias.
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2.1.11. Supervivencia larval

NUNEZ et al. (1987) observaron una supervivencia de hasta 204
dias en condiciones de laboratorio (20 a 22 °C, 80% HR, y bajo sombra).
Segun los autores, este periodo tan prolongado fue resultado de condiciones
ambientales favorables. Lombardero (1980), citado por HELMAN (1983) afirma
que la vida libre de las larvas sin alimentarse puede ser de hasta 180 dias,
reduciéndose en épocas de altas temperaturas y sequias persistentes. En

Brasil, GONZALEZ (1975) cita 240 dias a temperaturas de 15 a 24 °C.

2.1.12. Diagndstico

CORDERO et al. (1999) afirman se realiza mediante la observacién
directa de los parasitos sobre los animales se encuentran fijados en la oreja,
cara, cuello, dorso, pliegues de la regiéon perineal e inguinal y en ocasiones se
‘pueden localizar en las patas. El Diagnostico clinico se realiza observando al

parasito a simple vista sobre el animal en diferentes regiones corporales.

2.1.13. Efecto de la garrapata sobre la ganaderia

LIMA y COL (2000) sostienen que el efecto directo, es el resultado
del dafio a las pieles por accion de las picaduras, pérdida de sangre y
disminucion de parametros productivos (SUTHERST, 1983). El efecto indirecto

esta dado por los agentes etiol6gicos que transmiten (CEN et al., 1998).



11

La garrapata Boophilus microplus (Acari: Ixodidae) parasita
principalmente a los bovinos por ser extremamente especifico, mas puede
parasitar esporadicamente a otros animales, tales como equinos e ovinos

(CANESTRINI, 1987).

Las garrapaticidas siempre fueron el medio de control de
Boophillus microplus entre tanto la capacidad de este parasito toma resistencia
en el tiempo perjudicando mucho la aplicacién de garrapaticidas (GONZALES,

1974).

Para completar su ciclo de vida, estos ectoparasitos se alimentan
de sangre, absorbiendo de 1 a 3 ml. durante su vida parasitaria. Los daros
provocados en la piel constituyen puertas de entrada para enfermedades
bacterianas o fungicas y otras parasitosis, que como miasis pueden ocasionar

grandes pérdidas en el vacuno (CARDOZO y FRANCHI, 1995).

El parasito causa irritacion, debilidad y pérdidas en la produccion
de cuero, carne y leche, debido a infestaciones moderadas y severas (Redondo
et al, 1999). Este parasito transmite enfermedades como la Babesiosis,
Anaplasmosis, Theileriosis, rickettsiosis o toxicosis transmitidas por distintos
géneros de garrapatas en diferentes regiones del mundo (RODRIGUEZ, 2000;

QUIROZ, 1999).

Entre las principales consecuencias que sufre el ganado esta la
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merma en la produccion de leche y carne, por ejemplo durante el aflo 1982
Brasil se produjo una pérdida de 5 millones de cabezas de ganado, 75 millones
de kilogramos de carne y 1,5 millones de litros de leche; alrededor de 5
millones de délares por danos secundarios y 25 millones de délares en

acaricidas quimicos para el control de las infestaciones de garrapatas (HORS,

1988).

FAO(1987); RISTCIC y KEIR(1981); OSORNO(1976); WEINMA y
RISTIC(1968); afiman que los factores que contribuyen acentuando el
problema econdmico en las explotaciones pecuarias con presencia de
garrapatas, se refieren a decremento en la produccién de carne y leche, asi
como deterioro de pieles a consecuencia de las picaduras, por ofro lado
también se ha visto, que las infestaciones ocasionan una disminuciéon de las
defensas inmunoldgicas, lo que ocasiona un incremento en la presentacion de

otras enfermedades.
CASTELLANOS (1985) reporta que las garrapatas ademas afectar

la capacidad reproductiva, bajando los indices de fertilidad, provocan trastornos

metabdlicos sobre todo en animales jovenes, retrasando su desarrollo corporal

2.2. Generalidades de la tingana (Sapindus saponaria L.)

El Sapindus saponaria es una especie arbérea que puede

desarrollar hasta de 12 m de altura, de bosques himedos tropicales (600 -
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2000 m.s.n.m.); el fruto es una drupa modificada amarillenta, traslucida, cuyo
interior alberga una semilla negra, redonda, de testa dura y muy resistente

(NEVAREZ y COX, 2000).

Ospina, 1994; citado por BENCH (2008) menciona que la planta
Sapindus saponaria es originaria de América tropical, se distribuye desde el sur
de Estados Unidos, Centro América, Venezuela, Ecuador, Perd, Colombia y
Brasil. El S. Saponaria es una especie nativa que se conoce como jaboncillo, Io
utilizan de forma empirica como champu para animales (anti pulgas), repelente
de parasitos y mosquitos, y garrapatas, también se emplea como especie

maderable (ABREU, 2005).

2.2.1. Clasificacion

Cuadro 1. Clasificacion cientifica del arbol de Sapindus saponaria L.

Reino Vegetal Reino Vegetal
Sub reino Embryobiontha Familia Sapindaceae
Divisiéon Magnoliophyta Genero Sapindus
Clase Magnoliobsida Especie Saponaria
Subclase Rosidae V Nombre Cientifico Sapindus saponaria
Orden Sapindale Nombre Vulgar Jaboncillo, boliche

Fuente: Alvarez De Leon, Carmen lleana 1989.
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2.2.2. Componentes de la tingana (Sapindus saponaria)

Cuadro 2. Determinacion analitica del extracto del fruto Sapindus Saponaria.

Metabolitos Secundarios Resultado
Azucares ++
Alcaloides -
Taninos +
Flavonoides ++
Glucésidos +
Esteroides y triterpenoides ++
Saponinas +++
Naftoquinonas, antronas y antranonas ++

No evidencia presencia: - Trazas: + Medianas: ++ Abundante: +++
Fuente: LG:?S?“O de la Facultad de Bioquimica y Farmacia de la Universidad Nacional Mayor de San

2.2.3. Saponinas

Son heterésidos de esteroles (sapondsidos esteroidicos). Tienen
accion hemolitica, al interaccionar con el colesterol de la membrana de los
eritrocitos, sobre todo (via oral esta incidencia es minima debido a su pequefia
absorcion por el tubo digestivo, al contrario de lo que ocurre via endovenosa).
Son irritantes celulares, aprovechandose en dosis medicinales, por via oral, en
dosis altas irritan la mucosa bucofaringea y digestiva, causando dolor
abdominal, vémitos y diarrea. Muy téxicos en los animales de sangre fria (sobre

todo para peces y caracoles (RODRIGUEZ, 2001; GOMEZ, 1998).



15
QUEVEDO (2000) sostiene que los frutos maduros contienen en el
exocarpo gran cantidad de sapotoxinas (37% de C7H2e O10) llamada saponina

~ que es un glucésido toxico.

CASTRO et al. (1999) indica al analizar el Sapindus saponaria L.
mediante cromatografia, encontré que tiene Flavonoides poco polares, este
metabdlito tiene capacidad para inhibir fosfolipasas (Gil et al., 1997, citado por
CASTRO et al., 1999) ademas tiene actividad antioxidante, espasmolitica su
presencia es importante como mecanismo de defensa ante el hervivorismo

(VARGAS et al., 2006).

2.2.4. Sintomas caracteristicos ocasionados por las saponinas

Los sintomas mas caracteristicos en veterinaria causados por
plantas ricas en saponinas son estomatitis, vomitos, enteritis, hemorragias
intestinales, congestion pulmonar, insuficiencia renal con nefritis, albuminuria,
hematuria, poliuria, convulsiones, excitabilidad, paralisis, aborto (en el ganado
vacuno por hipocaicemia), lesiones del sistema nervioso y posible muerte por

paralisis respiratoria con detencién del corazén en sistole (GOMEZ, 1998).

GOMEZ (1998) reporta que las saponinas iritan el tracto
gastrointestinal, incrementando la permeabilidad de las células del epitelio
permitiendo su entrada en el torrente circulatorio y su accion hemolitica.

Reducen la absorcidn del colesterol al interaccionar con los acidos biliares

(GOMEZ, 1999; RODRIGUEZ, 2001).
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2.2.5. Estructura general de las saponinas

Saponina
/ AglyCOna
Glycona
I Sapogenina

Aziicar / \

Glucosa Saponina neutral Saponinas acidas
Arabinosa . Triterpenoides
Esteroidales
Xilosa

Fuente: Elaboracién propia.

Figura 1. Estructura de las saponinas.

2.2.6. Fundamento cientifico

El mecanismo de accion de las sapbninas consiste en su poder anti
- ATPasa merced al cual modifica este sistema en la membrana, perturbando el
transporte de sodio a través de ella (descompensacion idnica); el estimulo
nervioso queda paralizado manifestandose una paralisis de las células
musculares quedando la musculatura respiratoria paralizada causando la
muerte del animal por asfixia. Las saponinas irritan el tracto gastrointestinal,
incrementando la permeabilidad de las células del epitelio permitiendo su

entrada en el torrente circulatorio (RODRIGUEZ, 2001).
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La BIBLIOTECA DIGITAL DE LA UNIVERSIDAD DE CHILE (2009),

afirma que las agliconas o geninas cardioténicas son las résponsables de su
actividad biologica. Poseen siempre un hidroxilo en el carbono 3 y en el
carbono 14, un anillo lacténico no saturado. Cuando el anillo lacténico es
pentagonal (una g-butirolactona insaturada) se trata de un cardendlido. Cuando
el anillo es de tipo hexagonal (una alfa-pirona) se tienen los bufadiendlidos, asi
llamadas por encontrarse en el veneno de los sapos (bufo = sapo). Este anillo
parece jugar un papel clave en la unidn de la molécula a los receptores

celulares.

Kanchanapoon et al. (2001) citado por ABREU (2005) informan que
los flavonoides y las chalconas tiene accidn citotoxica; ALIAS y COL, 1995;
citado por MARTINEZ (2005) en este mismo contexto se considera a los
compuestos antracénicos como antifungico, antipulgas y antigarrapatas

(MARTINEZ, 2005).

Las conocidas propiedades detersivas de estas especies se la
confieren las saponinas que contienen en el pericarpio. La tensioactividad
caracteristica de estas puede estar relacionada con su accion sobre el sistema
respiratorio, estos glucdsidos son especialmente toxicos para los animales de
sangre fria, de ahi los efectos biocidas conspicuamente referidos (ABREU,
2005; TSUZUKI et al., 2007). Recientemente se reporta que los extractos de
plantas tienen efectos como repelente de garrapatas o como agentes ixodicidas

(TEDONKENG et al., 2005).



. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion

El trabajo se realiz6 en el laboratorio de sanidad animal
perteneciente a la Facultad de Zootecnia de la Universidad Nacional Agraria de
la Selva (UNAS) - Tingo Maria, Pert. Geograficamente, esta zona se encuentra
situada entre las cordilleras Central y Oriental. Esta considerada como Bosque
Humedo Pre-montano tropical, ubicado en una latitud Sur 9° 17 568" y longitud
Oeste 76° 01" 07” a una altura promedio de 665 m.s.n.m.El clima que presenta
es tropical humedo, la temperatura media anual es de 24 °C, tiene una
precipitacion pluvial de 3,660 mm y una humedad relativa media de 80 %. La
fase experimental del trabajo tuvo una duracion de 3 meses que comprendid

desde el 10 julio hasta el 11 octubre 2010.

3.2. Tipo de investigaciéon

- Investigacion experimental
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3.3. Materiales

3.3.1. Recursos Humanos

- Estudiante que realiza la investigacién

3.3.2. Recursos biolégicos

- 720 garrapatas en estadio de larvas del genero Boophilus
microplus.
- 720 huevos de Boophilus microplus.

- 3 Kde fruto de tingana (Sapindus saponaria).

3.3.3. Centros de referencia

- Biblioteca de La Faculta de Zootecnia.
- Biblioteca personal del investigador.
- Biblioteca del Departamento de sanidad animal de La Facultad

de Zootecnia.
3.4. Metodologia

3.4.1. Obtencidn del extracto

Se colectaron 3 kilogramos de frutos de tingana (pericarpio de

Sapindus saponaria) posterior mente se procedid a secar a temperatura
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ambiente para luego disminuir de tamafo del fruto de forma manual mediante

la técnica descrita por CHUNGSAMARNYART et al. (1991).

Para obtener el extracto se adiciond 3 litros del solvente (etanol
96%) y se dejo en maceracion fria durante 7 dias. Posteriormente se procedid
a poner en flujo a 60 ° C en un bafio termostato por tres veces durante cuatro
horas. Luego se puso a concentrar el extracto a base de baro maria y se puso
a secar a temperatura ambiente. Los extractos obtenidos se almacenaron hasta
el momento de utilizarlos a 4 °C. La pureza del extracto obtenido fue de 95% se
procedié diluir con agua destilada obteniendo asi una dilucién 6%, 8%,10%,

15% y 25%.

3.4.2. Produccién de larvas de garrapata en laboratorio

Se colectaron garrapatas en estado adulto (Teleéginas) del ganado
infestado del camal municipal de la Provincia de Leoncio Prado, Departamento |
de Huanuco.Se procedié a lavarlas sumergiéndolas por un minuto y luego se
colocaran sobre una hoja de papel toalla para retirar el exceso de humedad,
posteriormente se trasladaron a 10 placas petri a razén de 10 adultos por placa
para su oviposicion. Luego de la oviposicion, los huevos fueron recolectados y
colocados en placas petri con la boca cubierta con algodon para permitir el
intercambio gaseoso. Se llevd a eclosion los huevos obteniendo larvas listas

para el ensayo.
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3.4.3. Prueba de inmersién sobre huevos de Boophillus microplus

Descripcién de la metodologia o protocolo de inmersion

1.- Cuantificar el numero total de huevos a evaluar.

2.- Empaquetar en papel filtro Wattman N° 40 los huevos a evaluar.

3.- Embeber con la solucién etandlico de la disolucién a experimentar,
el paquete de huevos durante 2 segundos en 4 ocasiones con un
intervalo de 2 horas entre cada inmersion.

4.- Incubar a temperatura ambiente en camara humeda; se debe
utilizar algodén humedo para mantener la humedad relativa
requerida para la eclosion

5.- Evaluar la temperatura y la humedad cada 24 horas a fin de
mantener un ambiente propicio para el desarrollo embrionario; se
recomienda una camara de cultivo de madera o cartén sin
acceso a la luz (camara oscura).

6.- Evaluar los resultados a 20 dias luego del experimento para asi

determinar el porcentaje de eclosion.

3.4.4. Prueba de inmersion sobre larvas de boophillus microplus

Descripcion de metodologia o protocolo de inmersion
1.- Cuantificar el numero total de larvas de diez dias de edad,
ademas de tener un comportamiento viable.
2.- Embeber el papel filtro wattman N° 40 con la solucién etandlico y

colocar como base de placa petri; en papel filtro debe tener un
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cantidad adecuada de la solucién para mantener en contacto
entre la solucion y las patas de las larvas sin cubrir los
espiraculos.

3.-Proceder a cerrar la placa petri proporcionado las condiciones de
humedad y oxigenacidén respectiva para el desarrollo normal del
ciclo biolégico.
4 -Evaluar el tiempo de accién del producto a partir de la primera hora
de aplicacién hasta las 24 horas.
5.-La evaluacién de poder residual del producto debe realizarse a
partir de las 48 horas.
6.-Los resultados se evaluaron por viabilidad a la respuesta de
estimulo-reflejo; separando las larvas vivas de las muertas

aplicando la formula de viabilidad.

3.5. Tratamientos en estudio

TO: agua destilada

T1: dilucién al 6% de extractos Sapindus saponaria
T2: dilucién al 8 % de extractos Sapindus saponaria
T3: dilucién al10 % de extractos Sapindus saponaria
T4: dilucién al15 % de extractos Sapindus saponaria

T5: dilucién al 25% de extractos Sapindus saponaria
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3.6. Variable independiente
- extracto de Sapindus saponaria
3.7. Variable dependiente

- Numero de larvas muertas (NLM)
- Numero de dias de supervivencia larvaria (DSL)

- Numero de ovocitos no eclosionados (NONE)
3.8. Analisis estadistico

Los datos se analizaron mediante una tabla de contingencia para
datos categoricos chi x? cuadrado de Pearson y la prueba Dunnet para

comparar los tratamientos del extracto del fruto de tingana frente al del control
positivo. Para esto se utilizé el sistema de analisis estadistico SAS (SAS, 1998)

para hacer la prueba de media y Tukey se hizo con infoStat (1998).



IV. RESULTADOS
4.1. Porcentaje de mortalidad de larvas

El Cuadro 3 y Figura 2 se muestra el efecto del protocolo de (PML)
utilizado ,observandose un PML de 78.3%, 82.5%, 88.3% y 100% los efectos
de la aplicaciéon de las diferentes dosis de extractos de Sapindus saponaria

como son 6%, 8%, 10%, 15% y 25% para el control de larvas de Boophillus

microplus;, al analisis estadistico con chi x2 se encontr6 dependencia

significativa (p<0.0001) entre concentraciones lo que indica que existe relacion
directa entre la concentracion del extracto con el efecto larvicida.
Cuadro 3. Efecto de niveles de concentracion de extractos sobre la Mortalidad

de larvas de Boophilus microplus.

Tratamientos N° larvas vivos N° larvas muertos Total

TO (0%) 119 (99.16%) 1 (0.83%) 120
T1 6%) 36 (21.7%) 84 (78.3%) 120
T2 (8 %) 21 (17.5%) 99 (82.5%) 120
T3 (10 %) 14 (11.7%) 106 (88.3%) 120
T4 (15%) 0(0%) 120 (100%) 120
T5 (25%) 0( 0%) 120 (100%) 120

Anadlisis Chi cuadrado: p - valor <0.0001.
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Figura 2. Efecto de niveles de concentracion de extractos de Sapindus

saponaria sobre la mortalidad de larvas de Boophilus microplus.

4.2. Porcentaje de eclosidn de huevos de Boophilus microplus

El Cuadro 4. y Figura 3 se muestran los resultados de (NONE) de
acuerdo al protocolo evaluado se encontré un NONE que fluctaa entre 15.83 a

37.5% no hay evidencia cientifica para aceptar la hipétesis nula (p < 0.0001)
del chi x2 cuadrado de Pearson, en funcion de las dosis de extractos crudo de

Sapindus saponaria que fueron empleados sobre inmersién de huevos de

Boophillus microplus.
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Cuadro 4. Efecto de niveles de concentracion de extractos sobre la eclosion de

huevos de Boophilus microplus.

No N° de larvas
Tratamientos  Eclosionados Total
eclosionados muertas
TO (0%) 166 (96.70%) 4 (3.3%) 0 120
T1 (6%) 75 (62.50 %) 45 (37.5%) 44 (5866 %) 120
T2 (8%) 79 (65.83 %) 41 (34.16 %) 73 (92.4%) 120
T3 (10%) 89 (74.16 %) 31 (2583%) 88 (989%) 120
T4 (15%) 99 (82.50%) 21 (17.5%) 95 (9595%) 120
T5 (25%) 101 (84.16%) 19 (1583%) 101 (100%) 120

Andlisis chi cuadrado: p - valor <0.0001.

% Eclosion de Huevos

_§ 8.18 37.5%____
g ‘1 34.16%
3 6.30 25.83%
g —L
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be) —
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; 0.66 1 . . : . :
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Concentracion de Extracto (Sapindus saponaria)

Figura 3. Efecto de niveles de concentracidbn de extractos de Sapindus

saponaria sobre la eclosién de huevos de Boophilus microplus.



Cuadro 5. Efecto de niveles de concentracion de extractos sobre la mortalidad

de larvas eclosion de huevos de Boophilus microplus.

Extractos Larvas muertas Eclosion de huevos
Concentracion O + DE O + DE
TO (0%) 0.17 £0.41° 19 + 0.89°
T1 (6%) 14.00 + 1.41° 12.50 + 1.83°
T2 (8%) 16.50 + 2.59° 1317 £1.17°
T3 (10%) 17.67 £ 2.07° 14.33+1.03°
T4 (15%) 20.00 + 0.00° 16.50 + 1.38°
T5 (25%) 20.00 + 0.00° 16.83 + 0.98%
P-Valor <0.0001** <0.0001 **
CV% 8.85 7.26
r2 0.96 0.81

Letras diferentes en la columna indica diferencia estadistica significativa seguin prueba tukey a 5% de

significancia.

** Altamente significativo

En el Cuadro 5 muestra que en la mortalidad de larvas existe

prueba suficiente (p<0.0001) para asumir que cualquier concentracion de

extracto crudo de sapindus saponaria, expresadas en los tratamientos

(10%,15%, 25% de concentracion), inhibe la supervivencia larval en su

totalidad. Esto se confirma al obtener un 99% de observaciones que expresan

estos resultados; por otra parte la homogenidad de los resultados es alta

(CV=8.85%).
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El cuadro 5 también hace referencia sobre la eclosion de huevos

con niveles de 6%, 8%,10%, 15%, 25% respectivamente) presentan
comportamiento estadistico iguales inhibiendo la eclosion de huevo reportando
la homogenidad (CV=81%) es alta como también se confirma al obtener un

81% de observaciones que expresas dichos resultados.

En relacibn a la concentracidon testigo (0%) es significativo
(p<0.0001) al resto de concentraciones dando menor mortalidad Para esta
variable se muestra un (CV=7.26) con un 81% de observaciones que se

ajustan al modelo propuesto.



V. DISCUSION

5.1. Porcentaje de Mortalidad y Tiempo de supervivencia

5.1.1. Comportamiento de las larvas después de la aplicacion de los

extractos

Los resultados del ensayo InVitro observados en el Cuadro 6, en la
que se muestra efectividad superior al 75% de mortalidad de larvas, se
fundamenta que la tingana contiene Metabolitos secundarios como la
sapotoxina que tiene la capacidad de aglicona, esta presenta actividad
tensoactiva que alteran la membrana celular, 1o que influye en la permeabilidad
(GOMEZ, 1991; RODRIGUEZ, 2004); asi mismo la saponina estimula la
penetracidbn de compuestos toxicos en las células generando una accidn
sinérgica (ABREU,(2005); TSUZUKI, 2007). Estas aseveraciones son
reforzadas por HERRERA et al/, (2007) que menciona que existe actividad
insecticida en la Sapindus saponaria, por accion de sus metabolitos como la

aglicona.

Los resultados concuerdan con los obtenidos por FERNANDEZ
(2007) que reportd en investigacion del potencial larvicida de extracté-bruto

etandlico (EBE) cascara de Sapindus saponaria sobre Rhipicephalus
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sanguineus, presenta resultados como  concentracion letal al 50% vy
concentracion letal al 99%, (CL50 y CL99, 1994 y 3922 ppm) en 24 horas. Los
resultados presentan diferencia de concentracién del principio activo para tal
efecto empleado en el trabajo mencionado al comparar resultados obtenidos
en la presente tesis usando el 6% de concentracion de los extractos se logra
observar que la dosis letal media y las dosis letal al 99% serian superiores ya

que se aprecia un 100% de mortalidad con dosis mayores o iguales al 10%.

A si mismo FERNANDO (2005) evalu6 el potencial Iarvicida de
extracto crudo etandlico (EBE), cascara de Sapindus saponaria, sobre
Boophilus microplus Larvas. La mortalidad fue observada después 48 horas.
Obteniendo concentraciones letales de (1.258 ppm y de 6.360 ppm.), lo cual
difiere con los resultados obtenidos ya que los resultados obtenidos serian
superiores a los encontrados por este autor siendo utilizado como dosis minima
el 6% de extractos de_sapindus saponaria logrando 73.3%. de mortalidad en

menor-tiempo.. .

Similar resultado fue reportado por PRATES et al. (1999) con el
aceite esencial del pasto gordura (Melinis minutiflora), en concentraciones de
10% que provocd la mortalidad del 100% de las larvas de la garrapata B.
microplus en sélo 10 minutos en condiciones de laboratorio lo cual concuerda
con los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion cuando se
emplea dosis en concentraciones de (6% , 8%, 10%, 15%, 25%

respectivamente) de extracto de sapindus saponaria de igual manera el tiempo
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de mortalidad similar a lo encontrado por el autor del trabajo de investigacion

en mencion.

Mientras que los resultados de THORSELL ef al. (2006) evaluaron
bajo condiciones de laboratorio la accién repelente de algunas plantas sobre
ninfas de la garrapata Ixodes ricinus L. El material de planta consistié en un
extracto etandlico de Achillea millefoliumL., y aceites volétiles de abedul y/o
extractos de pino, citronella, trébol, eucalipto, geranio, lavanda, hierbabuena y
girasol. La accidn repelente en el caso de los extractos de sapindus saponaria
estaria ocasionada por las saponinas ya que su sabor amargo y la facilidad de
formar espuma le confieren este comportamiento. Estos datos se refuerzan
con los obtenidos por CANESTRINI (1987) afirma que los de extractos de
Sapindus saponaria causaron mortalidad de larvas de B. microplus 168 horas
pos tratamiento, dependiendo de la concentraciéon y el tiempo pos tratamiento
lo cual no concuerda con el tiempo de supervivencia luego ala prueba de
inmersion demostrando ser efectivo el extracto de Sapindus saponaria en el
control de larvas. La efectividad observada el la presente tesis se deberia ala

accion de los Metabolitos secundarios.

Se ha reportado que Sapindus saponaria tiene propiedades
antibidticas, antifungicas y antimicobacterianas. VERA-KU, (2004); BORGES-
ARGAEZ et al.,(2007); sostienen que, se desconocia su actividad contra larvas
de B. microplus. La elevada eficacia Sapindus saponaria para el control de B.

microplus obtenida en el presente estudio, pone de manifiesto el uso potencial
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de esta planta como biopesticida y una alternativa econdmica vy
ambientalmente sustentable. Sin embargo, es necesario evaluar su eficacia

contra garrapatas adultas y bajo condiciones in vivo.

5.2. Porcentaje de huevos eclosionados

La investigacion reporta que existe un 37% de mortalidad lo que se
sustenta en los trabajos realizados por VERA (2010) que afirma que las
saponinas de Quinoa Chenopodium quinoa presentan actividad inapetente
sobre larvas de Sitotroga cerealella y Plodia interpunctella (polillas), asi mismo
el 30% de actividad ovicida sobre Triatoma infestans lo que explica que el
extracto de Sapindus Saponaria, en relacién con la eclosion larval se obtuvo
buen desemperio logrando resuitado superiores al 25%, no existen registros
de la influencia de los Metabolitos secundarios en la eclosion de larvas de

Boophilus microplus.



VL.  CONCLUSIONES

El extracto de Sapindus saponaria presenté alta concentracion de
Metabolitos secundarios (MS) saponinas y mediana proporcion de
flavonoides, esteroides, triterpenoides, azucares, naftoquinonas, antronas
y en minima proporcién taninos y Glucésidos, que lo determinan como un

larvicida.

El extracto del fruto de tingana (EFT) presenta dosis efectividad
(p<0,0001) a partir de 6%, para larvas de Boophilus microplus, para el
caso de huevos serian dosis menores al 6% de acuerdo a los resultados

obtenidos en la presente prueba.

El efecto larvicida se observa dentro de las 24 horas posterior a la prueba
de inmersion en el caso de larvas, mientras que el efectos ovicida se ve
prolongado en 10 dia superiores a los a lo normal eclosionando en 30

dias obteniéndose mortalidad larval a 24 horas de eclosion



Vil. RECOMENDACIONES

Se recomienda trasladar los resultados obtenidos a una prueba de campo
invivo como materia de investigacién para asi reforzar y complementar

los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion.

Incentivar la reforestacibn con esta planta (Sapindus saponaria)

considerando que el clima es propicio para el desarrollo de este especie.

También se incide en considerar la accidon acaricida de los extractos
crudos de Sapindus saponaria para el control no quimico de la garrapata
B. microplus pero siempre enfocados dentro de una vision de Manejo
Integrado de Plagas (MIP) donde el objetivo operativo es mantener la
plaga por debajo de un nivel de densidad tolerable, que sea inferior al
nivel de dafo econdmico, pues no se persigue, la erradicacion total del
agente, que de cualquier forma es improbable sino aprender manejar la

dinamica poblacional del ectoparasito.



ABSTRACT

The present research work was carried out in Tingo Maria, Leoncio Prado
province, Huanuco - Peru, with the objective to evaluate the activity of
Sapindus saponaria over eggs and larvae of Boophilus microplus by means of
larvae mortality using the package larvae test ; having been used crude
extracts from choloque pericarp at 0 %, 6 %, 8 % , 10 %, 15 % y 25 %
dilution, from samples collected in the area. Mature thick also were collected
and incubated in order to get the larvae population which were exposed for 2
seconds to the crude extracts previous diluted in distilled water. Six treatments
and five repetitions were used in this research. Larva mortality results showed
variation from 63 % to 100 % , been the 73.3 % mortality for 6% dilution, 82.5
% mortality for 8% dilution, 88.33 % mortality for 10 % dilution and 100 %
mortality for 15 % and 25 % dilution. Treatment with 6 % dilution was more
effective with eggs inhibit their hatching in 37.5%. It was concluded that
Sapindus saponaria extracts would be a tool to biological control of eggs and
larval of Boophillus microplus, even their mature population decreased, but
also to inhibit the main Reproductive Efficient Indexes, which means to
decrease future generations the same way to control infestation again in

grazing animals, affecting directly the population dynamic of this arthropod

Key Words: Sapindus saponaria extract, Boophilus, eggs and larval control
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Evaluacion N°1 Cuadro de evaluacion de larvas luego ala prueba de inmersion

a diferentes concentraciones de sapindus saponaria 6%, 8%,10%, 15%, 25%

donde fue empleado un total de 720 larvas a razdén de 20 larvas por repeticion.

LUGAR Laboratorio De Sanidad Animal fecha 16/01/20011

.Tratamientos N° Larvas Vivas N° Larvas Muertas Total
ToR1 20 0 20
ToR2 20 0 20
ToR3 20 0 20
ToR4 20 0 20
ToRS5 20 0 20
ToRse 19 1 20
T1R1 7 13 20
T1R2 4 16 20
TiR3 6 14 20
T1R4 6 14 20
T1Rs 5 15 20
TiRe 8 12 20
T2R1 6 14 20
T2R2 0 20 20
T2R3 5 15 20
T2R4 1 19 20
T2Rs 3 17 20
T2Re 6 14 20
T3R1 0 20 20
T3R2 0 20 20
T3R3 2 18 20
T3R4 3 17 20
T3R5 5 15 20
T3Re 4 16 20
T4R1 0 20 20
T4R2 0 20 20
T4R3 0 20 20
T4R4 0 20 20
T4R5 0 20 20
T4Re 0 20 20
T5R1 0 20 20
T5R2 0 20 20
T5R3 0 20 20
T5R4 0 20 20



T5R5
T5Ré

20
20

20
20

53



54
Evaluaciéon N°2 Evaluacién del porcentaje de eclosion de huevos de boophillus
microplus luego de la prueba de diferentes concentraciones de extractos
crudos de sapindus saponaria al 6%, 8%, 10%,15%, 25%.

LUGAR Laboratorio De Sanidad Animal FECHA 15/01/2011

tratamientos @~ eclosiono No eclosiono Larvas muertas
ToR1 20 0 0
ToR2 19 1 0
ToR3 18 2 0
ToR4 19 1 0
ToR5 18 2 0
ToRe 20 0 0
T1R1 14 7 8
T1R2 11 9 6
T1R3 14 7 5
T1R4 11 9 5
T1R5 13 7 8
T1Re6 12 8 12
T2R1 12 8 8
T2R2 13 7 12
T2R3 12 8 13
T2R4 13 7 11
T2R5 14 6 15
T2Re 15 5 15
T3R1 15 5 15
T3R2 13 7 7
T3R3 13 7 5
T3R4 15 5 5
T3R5 15 5 5
T3Re6 15 5 5
T4R1 19 1 19
T4R2 16 4 16
T4R3 17 3 17
T4R4 16 4 14
T4Rs 16 4 16
T4R6 15 5 16
T5R1 16 4 16
T5R2 14 6 15
T5R3 17 3 14
T5R4 16 4 12
TsRs 11 9 10
T5Re6 10 10 11




I ~ Estructura general de un glicésido cardioténico

R define la clase ——

Aglicona
glicona |
[ Cardendlidos {de origen vegetal) |  Bufadiendlidos (de origen animal)
0
| o}
.
|
Cardenalits Bulatienelids

Figura 4. Estructura de una saponina.



