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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar la efectividad de Beauveria spp. como controlador
biolégico de Rhipicephalus spp. en ganado bovino en la provincia de Orellana. Para ello la
investigacion se ejecutdé mediante dos fases expuestas a una concentracion de 8x10°8 esporas/ml;
la primera en bioensayos de laboratorio, en donde se realiz6 la evaluacion de siete cepas del
género de Beauveria spp sobre garrapatas en estadio adulto seleccionando los dos mejores
aislados con capacidad entomopatégena. En la fase de campo se utilizaron doce bovinos criollos
de produccion lechera divididos en cuatro tratamientos de la siguiente manera; T1 y T2 con
Surfactante, Aislado con mayor porcentaje de biocontrol y 9 L de agua; T3 con Surfactante,
combinacion de los dos mejores aislados y 9 L de agua y T4 como grupo de control o testigo.
Ademas, se estimd la dindmica poblacional de garrapatas con conteos de Rhipicephalus spp. en
siete areas corporales. Para el analisis estadistico se utiliz6 el modelo completamente al azar.
Conforme a los resultados obtenidos en los ensayos in vitro los mejores aislados de Beauveria
spp. alcanzaron un crecimiento micelial del 75 % al octavo dia y una mortalidad del 94,25 % y
93,26 % respectivamente, no obstante, en las pruebas realizadas en bovinos se observé una
reduccion significativa del nmero de garrapatas en el T1 con un control acaricida del 30,81 %
en la cuarta aplicacion. Se observo una variacion en la dinamica poblacional de garrapatas en la
relacion con las diferentes zonas corporales, en donde, el estadio larvario tuvo menor resistencia
al efecto de Beauveria spp. Estos resultados proporcionaron una base para investigaciones futuras
que permitan desarrollar medidas beneficiosas en el control de Rhipicephalus spp.

Palabras claves: <HONGO (Beauveria spp)>, <GARRAPATA (Rhipicephalus spp)>,
<CONTROL BIOLOGICO>, <AISLADOS>, <CAPACIDAD ENTOMOPATOGENA>,
<DINAMICA POBLACIONAL>.

1620-DBRA-UTP-2022

Xiii



ABSTRACT

The outcome of this study was to evaluate the Beauveria spp. effectiveness as biological controller
of Rhipicephalus spp. in cattle in Orellana province. For this, the research was carried out through
two phases exposed to a concentration of 8x10"8 spores/ml; the first in laboratory bioassays,
where seven strains of the Beauveria spp. genus were evaluated on adult ticks, selecting the two
best isolates with entomopathogenic capacity. In the field phase, twelve creole dairy cattle were
used, divided into four treatments as follows; T1 and T2 with Surfactant, Isolated with the highest
percentage of biocontrol and 9 L of water; T3 with surfactant, combination of the two best isolates
and 9 L of water and T4 as a control or witness group. In addition, the population dynamics of
ticks with counts of Rhipicephalus spp. in seven body areas. For the statistical analysis, the
completely randomized model was used. According to the results obtained in the in vitro tests,
the best isolates of Beauveria spp. reached a mycelial growth of 75% on the eighth day and a
mortality of 94.25% and 93.26% respectively, however, in tests carried out on cattle, a significant
reduction in the number of ticks was observed in T1 with an acaricide control 30.81% in the fourth
application. A variation was observed in the population dynamics of ticks in relation to the
different body zones, where the larval stage had less resistance to Beauveria spp. effect. These
results provided a basis for future research to develop beneficial measures in Rhipicephalus spp.

control.

Keywords: <FUNGUS (Beauveria spp)>, <TICK (Rhipicephalus spp)>, < BIOLOGICAL
CONTROL >, < ISOLATES >, < ENTOMOPATHOGENIC CAPACITY >, <POPULATION
DYNAMICS>.

Elaborated by:

Lcda. Silvia Licett Ramos ldrovo, Mgs.
DOCENTE SEDE ORELLANA
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INTRODUCCION

De acuerdo con la encuesta de Superficie y Produccion Agropecuaria Continua 2020, en el
Ecuador la poblacion bovina asciende a 4.335,924 cabezas de ganado vacuno, del cual la region
Sierra concentra la mayor cantidad con el 49,11 % seguida por la Costa con el 41,24 % y la
Amazonia que alcanza el 9,65 % de bovinos a nivel nacional, donde este valor representa 418,355
animales bovinos (INEC, 2021, p. 28). Orellana es la cuarta provincia de la region Amazénica que
se dedica a la ganaderia con 46,911 vacunos, de manera que representa la actividad econémica
mas importante después de la produccion petrolera (GADPO, 2020, p. 194).
De esta manera, Sanchez et al., (2020, p. 1) por medio de un andlisis ganadero entre el 2014 al 2019
presenta al sector primario como base fundamental de la economia del pais, este aporta al PIB
nacional el 9,63 %, pues es determinante para garantizar la seguridad alimentaria en el Ecuador,
a través de este se puede generar empleo y nuevos emprendimientos.
En el contexto ganadero, la incidencia de plagas es uno de los factores que pone en peligro la
calidad, productividad y salud animal. De acuerdo con Almada, (2015, p. 2) las explotaciones
ganaderas se ven limitadas por la presencia de parasitos internos como nematodos y cestodos;
parésitos externos como; las garrapatas, acaros de la sarna, mosca de la paleta, miasis y piojos.
La garrapata del género Rhipicephalus spp. es el ectoparasito hemat6fago mas importante en la
ganaderia a nivel mundial debido a su distribucion, incidencia y cantidad (Benavides, E. et al., 2016,
p. 27). De acuerdo con Bayer, (2018, p. 6) adicional del impacto directo sobre la pérdida de sangre
en el hospedero, actiia como un potencial vector de enfermedades como babesiosis y anaplasmosis
bovina, tiene la facultad desarrollar dermatomicosis, anemia, pérdida de peso, disminucion en la
produccion de leche, sarna auricular, inoculacion de toxinas (Fonseca et al., 2020, p. 468).
La interaccion de estos pequefios aracnidos genera grandes pérdidas en la actividad ganadera, ya
gue el productor debe incrementar los costos en el control de estos ectoparasitos (Rocha et al.,
2021, p. 86). El ganado bovino infectado por Rhipicephalus spp. pierde aproximadamente 0,26
kg/garrapata/afo, los animales reducen su consumo de alimentos de 5,66 a 4,37 kg (Jonsson, 20086,
p. 4; Rodriguez, Roger et al., 2014, p. 296). Por consiguiente, atribuye una mayor repercusién de la
economia pecuaria.
En el Ecuador se ha observado la incidencia de garrapatas entre 0 y 2600 msnm de altitud media
respectivamente, esto puede deberse al incremento de temperatura lo cual propicia un clima para
su desarrollo (Pérez, X., 2019, p. 9). De acuerdo con Uvidia et al., (2015, p. 7) la circunstancia ambiental
de la Amazonia Ecuatoriana al ser una region de clima calido-himedo permite desarrollar una
diversidad de parasitos que pueden ocasionar dafios en cultivos y animales que alteran su
produccion (Valdés et al., 2015, p. 2234).
Ante los procesos infecciosos y el deterioro del estado de salud del animal que generan las
garrapatas, los productores se ven en la necesidad de invertir en la compra de acaricidas quimicos
1



(Fiallos, 2020, p. 37) este es el método de control de garrapatas Rhipicephalus spp. al que mas se
recurre durante muchos afios (Pérez, X., 2016, p. 10) no obstante, la falta de rotacion de
medicamentos, su uso irracional constante y excesivo facilita la resistencia en estos artropodos y
limita su utilizacidn (Rodriguez, Roger et al., 2014, p. 296).

En Ecuador Pérez, X., (2019, p. 30) observo la prevalencia de la resistencia de Rhipicephalus spp.
a las sustancias acaricidas amitraz, ivermectina y alfacipermetrina en 96 fincas a 0°50°00°” de
latitudes, donde las provincias con mayores concentraciones de resistencia multiple a estas tres
sustancias fueron las zonas ganaderas tropicales de Imbabura, Carchi, Sucumbios y Orellana.
Teniendo en cuenta a Nava et al., (2021, p. 1) los acaricidas quimicos conllevan a una restriccion
en el consumo de la carne o leche que imponen los principios activos, ya que tienen un impacto
directo a la hora de comercializar y afecciones a la salud humana. Al respecto Avellaneda et al.,
(2020, p. 22) exponen que estos productos sintéticos generan contaminacion y efectos nocivos en el
medio ambiente, pues el abuso de estos puede ser perjudicial para organismos beneficiosos que
no son objetivos de la aplicacion.

Se utiliza con éxito varios métodos no quimicos para reducir la poblacion de Rhipicephalus spp.,
segun Pérez, X., (2019, p. 37) destaca el uso de razas de ganado resistente a las garrapatas, descanso
de praderas, pastoreo rotativo y control biol6gico, no obstante, el mas prometedor para mitigar la
prevalencia de ixodoideos es el control integrado, dentro de este contexto se introduce el empleo
de biocontroladores como hongos entomopatdgenos para el control de las garrapatas el género
Beauveria evaluado con mayor frecuencia y es uno de los agentes de control biolégico mas
prometedores (Weeks et al., 2020, p. 7).

Existe poca investigacion sobre Beauveria spp. en la provincia de Orellana y la Amazonia
Ecuatoriana, sumado al desafio del uso indiscriminado de pesticidas en nuestra localidad por parte
de los ganaderos, por lo que, es necesario desarrollar y evaluar nuevas estrategias para el control
de garrapatas que retrasen su aparicién y garanticen mantenerlas dentro de limites tolerables desde

una perspectiva econémica como de la salud de los animales, personas y medio ambiente.



OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la efectividad de Beauveria spp. como controlador bioldgico de garrapatas
Rhipicephalus spp. en ganado bovino en la provincia de Orellana.

Objetivos especificos

-Estimar la capacidad entomopatdgena de aislados de Beauveria spp. sobre garrapatas adultas
mediante bioensayos en laboratorio.

-Establecer la dindmica poblacional de Rhipicephalus spp. en bovinos, mediante métodos
visuales.

-Determinar la efectividad de dos aislados de Beauveria spp. y su combinacion sobre garrapatas

adultas Rhipicephalus spp. en ganado vacuno.

HIPOTESIS

Ho: El hongo entomopatdgeno Beauveria spp. no tiene eficacia acaricida frente al estadio
adulto de la garrapata Rhipicephalus spp.
Hi: El hongo entomopatdgeno Beauveria spp. tiene eficacia acaricida frente al estadio adulto de

la garrapata



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1.  Rhipicephalus spp.

La garrapata es un ectoparasito hematdfago de los vertebrados, se encuentra muy extendido en
el mundo y su epidemiologia esta intimamente relacionada con las condiciones del ambiente,
distribuidas en regiones tropicales y subtropicales (Brites et al., 2015, p. 301). Estos parasitos son
vectores y reservorios de microorganismos patégenos como protozoos, virus, rickettsias que
afectan al hospedero (Brites et al., 2015, p. 307; Kanduma et al., 2020, p. 1).

Las garrapatas a través de la evolucion desarrollaron la facultad de destruir el sistema
inmunolégico del huésped vertebrado con impacto negativo, especialmente para el ganado
exotico y mestizo (Bolafios, 2016, p. 26). La genética de los bovinos es el factor determinante para
una respuesta inmunitaria eficiente contra garrapatas y los patdgenos transmitidos por ellos, pues
el ganado Bos indicus es mucho mas resistente a la infeccion de garrapatas en comparacion al
ganado Bos taurus (Tabor et al., 2017, pp. 1 - 2). Rhipicephalus spp. infesta a los vacunos sin cargas
parasitarias diferentes. Esta plaga utiliza la forma denominada questing para encontrar su huésped
en los pastos en relacion con el olor de la raza percibida (Ferreira et al., 2015, p. 2023).

En cuanto a la distribucién corporal de estos ectoparasitos en sus hospederos se concentran
principalmente en zonas como orejas, en la parte superior de la cabeza, seguido por la tabla del

cuello, regidn escapular y por ultimo las extremidades inferiores (Cuesy et al., 2021, pp. 185 - 186).

1.1.1. Clasificacion taxondémica

Hay cerca de 907 especies de garrapatas descritas a nivel mundial, todas dentro del orden Ixodida
(Tabla 1-1). De acuerdo con Lépez, G., (2015, p. 255) este suborden se divide en tres familias:
Ixodidae con 720 especies; Argasidae con 186 especies y Nuttaliellidae con caracteristicas
intermedias de las familias anteriormente descritas, con una sola especie (Nuttalliella namaqua).
Las garrapatas se agrupan en niveles taxondémicos, se subdividen en tres familias, los ectoparasitos

de las dos primeras afectan y vulneran el bienestar de los animales y humanos (Tabla 2-1).



Tabla 1-1: Niveles taxonémicos de las garrapatas

Nivel Ubicacion
Reino Animalia
Phylum Arthropoda
Clase Arachnida
Subclase Acari
Orden Acarina
Grupo Parasitiforme
Suborden Ixodoidea
Ixodidae
Familia Argasidae

Nuttalliellidae

Fuente: (Guglielmone et al., 2010, p. 1; Nicholson et al., 2019, pp. 603 - 606; Polanco y Rios, 2016, p. 84)
Realizado por: Quezada, L.; Quezada, N., 2022.

Tabla 2-1: Familia, subfamilia y géneros de las garrapatas

Familia Subfamilia Género
Ixodidae Ixodinae Ixodes
Amblyomminae Amblyomma
Bothriocrotoninae Bothriocroton
Haemaphysalinae Haemaphysalis
Hylaomminae Hyalomma
Dermacentor

Rhipicephalinae o
Rhipicephalus

Argasidae Argasinae Argas
Ornithodorinae Ornithodoros
Otobinae Otobius
Antricolinae Antricola

Nuttalliellidae Nuttalliellinae Nuttalliella

Fuente: (Guglielmone et al., 2010, p. 1; Nicholson et al., 2019, pp. 603 - 606; Polanco y Rios, 2016, p. 84)
Realizado por: Quezada, L.; Quezada, N., 2022.



1.1.2. Morfologia general

Las garrapatas tanto morfoldgica y fisiologicamente se dividen en dos familias que mayormente
se encuentran distribuidas en diferentes zonas del mundo:

-Ixodidae, cominmente denominada garrapata dura, usual en mamiferos, anfibios, reptiles y
humanos (Jiménez Segura, 2021, p. 8).

-Argasidae, conocidas como garrapatas blandas, presente mayormente en aves (Montasser, 2010, p.
355). Los ectoparéasitos de esta familia infestan al hospedero en las fases larvaria y ninfal, de
manera que deja a su organismo para aparearse fuera de él; por tal en estado adulto no actiia como
parasito (Duran et al., 2004, p. 577).

Las garrapatas se caracterizan por tener cuerpo redondeado, sin segmentacion, llamado idiosoma,
en los laterales de este puede llevar uno o mas pares de ojos de acuerdo con la especie. La
caracterizacién morfolégica de la familia Ixodidae, es la existencia de una placa esclerotizada o
escudo en la superficie dorsal, esto permite evidenciar el dimorfismo sexual en adultos, dado que
los machos cuentan con su superficie dorsal totalmente cubierta, distinto a las hembras que cubre
solo la mitad anterior, no obstante, la familia Argasidae no tiene este escudo esclerotizado, por
ello son llamadas garrapatas blandas (Chandra et al., 2018, p. 5).

En cuanto a las piezas bucales (Figura 1-1) todas las garrapatas las tienen separadas del idiosoma,
adquiere el nombre de gnatosoma o capitulo, mismo que consta de dos queliceros, dos palpos
segmentados y el hipostoma con dientes, que sirve como estructura de fijacion de la garrapata a
su hospedante, su posicion en las garrapatas duras es anterior, a diferencia de las blandas que se

encuentran en la cara ventral (Estrada, 2015, pp. 1 - 2).
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Figura 1-1: Morfologias de la familia Ixodidae (A, B, C) y Argasidae (D, E, F)

Fuente: Estrada, (2015, p. 2).

Los ixddidos tienen un érgano pegajoso (ventosa) denominado ambulacro, cartncula o pulvillium
que da a las garrapatas la capacidad de desplazarse por todo el cuerpo del animal y mantenerse
sobre él; al final tiene un par de ufias o garras con las que se fijan a cualquier superficie (Duran et

al., 2004, p. 578).
Estos ectoparasitos son considerados como los &caros de mayor tamafio, mismo que varia de

acuerdo con la especie, no obstante, pueden medir alrededor de 3 a 8 mm, las hembras pueden
llegar a adquirir tamafios hasta 1 cm, ya que aumentan su peso hasta 120 veces luego de consumir
sangre del hospedero (ESCCAP, 2010, p. 15). Se caracterizan por poseer cuatro pares de patas, con
seis segmentos (Figura 2-1) salvo de las que se encuentran en estado larval que poseen tres pares

(Estrada, 2015, p. 1).



Figura 2-1: A. Coxas; B. Surco anal

Realizado por: Quezada, L.; Quezada, N., 2022.

La familia Argasidae se singulariza por su diferencia fisionémica sexual externa poco perceptible.
En las ninfas y adultos el capitulo esta ubicado en la zona ventral, por lo que dorsalmente no se
distingue con facilidad; en el estado larval es de aspecto grisaceo y se localiza en lado frontal del
CUerpo (Dantas et al., 2019, p. 73). Los espiraculos en su mayoria estan situados cranealmente en
relacion de la coxa IV (Duran et al., 2004, p. 578). Su superficie corporal es de aspecto reticulado,
cuentan con un poco coxa | de los adultos y en pocos estados ninfales, su tarea es concentrar el
exceso de agua para su veloz eliminacién a lo largo de la ingestion de la sangre (Estrada, 2015, p. 2).

1.1.3. Caracteristicas Externas

El aparato bucal toma gran desarrollo y complejidad, simula una falsa cabeza o capitulo formado
por los palpos, conformados por cuatro segmentos; en la cuarta porcién del palpo se puede
apreciar una pequefia depresion donde se encentra el 6rgano palpal, por medio del cual la
garrapata identifica las zonas de la piel del hospedero mas delgadas y a su vez donde hay mas
irrigacion sanguinea (Garcia, 1. etal., 2011, p. 70). Los palpos, en nimero par y con diferentes formas,
se encuentran al lado del hipostoma, protegiéndolo (Duréan et al., 2004, p. 578). El capitulo o
gnatosoma (Figura 3-1) se encuentra cubierto por una sustancia quitinosa que le permite al
ectoparésito resguardar el sistema nervioso (Krenny Aspéck, 2012, p. 113).

El hipostoma tiene varios dientes que sujetan firmemente las garrapatas al animal infestado. El

hipostoma es una parte aplanada, formado por la porcion alimenticia, donde se encuentran un par



de 6rganos aplanados lateralmente, denominados queliceros, su funcion es desgarrar la piel del
hospedero e insertar el hipostoma (Krenn y Aspéck, 2012, p. 113).

Figura 3-1: A. Capitulo o gnatosoma; B. Idiosoma o Abdomen
Realizado por: Quezada, L.; Quezada, N., 2022.

Las patas estan constituidas por seis segmentos (Figura 4-1) entre ellos: coxa, trocanter, fémur,
patela, tibia, tarso y metatarso, aun asi, varios de estos segmentos pueden fusionarse o
subdividirse, justo al final, un segmento se encuentra reformado para el crecimiento de una garra
(Pulido, A. d. P. et al., 2016, p. 100). Los miembros delanteros constan de muchos érganos sensoriales
a diferencia de las restantes, de este modo las garrapatas tienen un conjunto de Organos
sensoriales, conocido como 6rgano de Haller, constituido de varias setas o pelos, mismos que
tienen el objetivo de identificar la humedad, temperatura, olores y vibraciones (Menéndez, 2014, p.
2).

El 6rgano de Haller permite a las larvas identificar diversos tipos de onda, toma las vibraciones
que ejecuta el ganado bovino por el golpeteo sobre el suelo, otros pelillos reciben olores de los
animales vertebrados que despiden una serie de gases (Durén et al., 2004, p. 579). Cuentan con cerdas
que identifican ondas de calor, ya que el animal vivo las desprende por el resultado de la

circulacién sanguinea o a su vez por emitir energia de su cuerpo (Dzul et al., 2017, p. 14).



Figura 4-1: A. Coxa; B. Trocanter; C. Fémur; D. Patela; E. Tibia; F. Tarso; G. Ufa
Realizado por: Quezada, L.; Quezada, N., 2022.

Desde una perspectiva ventral se puede apreciar el orificio genital, colocado en la linea media del
cuerpo del acaro aproximadamente a la altura del segundo par de patas (Figura 5-1) mismo que
facilita la diferenciacion sexual (Chandraetal., 2018, p. 5). Cuando la garrapata se encuentra en estado
de ninfa carece de orificio genital, sin embargo, cuenta con un par de 6rganos respiratorios o
placas estigmatales. La estructura que se puede evidenciar en todos los estadios de vida parasitaria
es el orificio anal (Durén et al., 2004, p. 579).

Figura 5-1: A. Palpos; B. Orificio genital
Realizado por: Quezada, L.; Quezada, N., 2022.

1.1.4. Alimentacién

Al ser hemat6fagos obligados, las garrapatas, transmiten agentes patégenos, que particularmente

son transportados por medio de la saliva descargada en el huésped (Krenn y Aspéck, 2012, p. 101) €S
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decir que, para subsistir y reproducirse, estos ectoparésitos deben consumir la sangre del
hospedero y digerir la hemoglobina.

Desde la perspectiva de Anderson y Magnarelli, (2008, p. 202), las garrapatas durante su clico
bioldgico siguen un orden para una adecuada alimentacion ; 1. busqueda del huésped; 2. fijacion
al pelaje o piel del animal afectado; 3. seleccion de la zona ideal para la fijacion en la piel; 4.
implantacion de las piezas bucales en la membrana epitelial de la epidermis y dermis del animal
hospedero; 5. conexiodn al lugar de alimentacion seleccionado; 6. asimilacién de sangre y otros
fluidos; 7. incremento de su volumen corporal en este punto la garrapata es considerada como
ingurgitada, repleta de sangre; 8. desprendimiento de piezas bucales; 9. caida de la garrapata del
huésped. De acuerdo con Estrada, (2017, p. 21) la alimentacion de Rhipicephalus spp. se lleva de

acuerdo con las dos principales familias de garrapatas.

1.1.4.1. Familia Ixodidae

Después de seleccionar a su hospedador estos ixddidos tienen la capacidad de caminar y localizar
un lugar adecuado para alimentarse. Como menciona Estrada, (2017, p. 21) toma una postura de 40°
sobre la superficie, contrae los musculos dorsoventrales a fin de que salgan los queliceros, crean
presion y realizan pequefios cortes sobre la piel del hospedador hasta llegar al estrato corneo, este
proceso se repite en otra zona del cuerpo del hospedero. Una vez que los queliceros, se posesionan
en la zona de alimentacion, se da la produccién del cemento que da lugar a la fijacion de la
garrapata (Diaz, 2014, p. 10).

Las garrapatas con capitulo largo llegan a través de su hipostoma hasta la hipodermis; distinto de
las especies con capitulo corto, el hipostoma llega solo hasta la dermis, sin embargo, en cualquiera
de los casos este parasito crea complicaciones, ya que rompe vasos sanguineos, crea inflamacion
y necrosis que aumenta conforme avanza la alimentacidn (Benavides, J. et al., 2018, pp. 144 - 145). ES
importante mencionar que la familia de ixédidos no ingiere la sangre en los dos o tres primeros

dias, sino una combinacién de células y tejidos (Estrada, 2017, p. 21).

1.1.4.2. Familia Argasidae

Respecto a la adhesion y fijacidn de los argasidos se asemeja al proceso de ixddidos, lo que difiere
es que el procedimiento de alimentacion dura solo minutos. Estos ectoparésitos en el punto de
insercion del hipostoma crean una leve hemorragia a consecuencia de la ruptura de capilares, pues
particularmente la alimentacion de esta especie no es a partir de vasos sanguineos grandes, porque
los periodos de alimentacidn son alternos, lo que contribuye la salivacion dentro de la cavidad

alimenticia (Estrada, 2017, p. 21).
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De manera general, este parasito a consecuencia de su alimentacion hemat6faga ocasiona
toxicidad en el huésped en donde compromete tejidos y 6rganos. Las garrapatas de esta familia
toman nutrientes importantes del huésped, mismos que son transportados por los vasos
sanguineos de los tejidos tisulares y estos se encuentran conectados al torrente sanguineo para
encaminar los nutrientes a las afueras del hospedador (Figura 6-1) da lugar a la introduccion de
otros agentes patdgenos en el huésped (Martinez, J., 2016, pp. 16 - 18). Por lo tanto, a consecuencia de

esto se genera; pérdida de peso, debilidad, dafio en la piel del animal, entre otros.

Hemoglobina
(sangre)

Agua (procedente
del hospedador)

Pat6genos y

anticuerpos Enzimas, anticoagulantes, toxinas

y sustancias farmacoactivos

Figura 6-1: Adhesion de la garrapata sobre la piel para alimentarse
Fuente: Estrada, (2017, p. 20).
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1.1.5. Caracteristicas internas

1.1.5.1. Aparato Digestivo

Los 6rganos de las garrapatas encargadas del proceso de la digestion de la sangre del huésped es
un procedimiento sustancial de la fisiologia de la garrapata y a su vez un factor esencial para la
transmision de patdgenos, esto gracias al intestino caracteristico de ser el sitio primordial para la
contaminacion y proliferacion de patdgenos (Franta et al., 2010, p. 1).

El proceso digestivo de las garrapatas inicia por los queliceros y el hipostoma que crea un orificio
por donde pasa la faringe y se abre el conducto muscular del es6fago. EI hipostoma es el 6rgano
que utilizan principalmente las garrapatas para adherirse a la piel del huésped. Mientras el
ectoparasito se alimenta, la sangre ingresa por la succion que genera la faringe y sigue al intestino
medio 0 estdbmago (Sonenshine y Rog, 2013, p. 124).

A lo largo de este proceso los pedipalpos que se caracterizan por ser érganos sensoriales, se
apartan a los lados y no participan, los ixodidos , secretan una especie de cemento, sustancia a
base de proteinas, lipoproteinas, lipidos y carbohidratos, este fluido facilita la fijacion en la piel
del animal (Martinez, J., 2016, p. 14). De acuerdo a Estrada, (2017, p. 23), los procesos de digestion de
las garrapatas se pueden dividir en: 1. Suprimir el exceso de agua en la sangre; 2. Lisis de
fragmentos celulares y tisulares; 3. Mediante la hidrolisis ocurre la degradacion de la hemoglobina
y diversas proteinas, se da el almacenamiento de hemoglobina.

El intestino medio es el érgano mas grande de la garrapata, ocupa la zona media y se prolonga en
varios pares de ciegos muy alargados, que representan diverticulos estomacales y sirven para
incrementar la capacidad del intestino medio. Cuando el animal esta lleno, casi todas las regiones
del cuerpo se encuentran ocupadas por ellos (Camargo et al., 2010, p. 11; Duran et al., 2004, p. 580).
Tienen dos largos tubos excretores, Ilamados tubulos de Malpigio, que drenan en la vesicula
excretora, estan situados a ambos lados del cuerpo y se encargan de excretar la hemolinfa y las
sustancias nitrogenadas procedentes del metabolismo de las proteinas y el acido Urico; junto con
dos glandulas coxales integran el conducto excretor el cual termina en un canal que sale en el

orificio ubicado en las coxas del primer de patas (Duran et al., 2004, p. 580; Pérez, J., 2018, pp. 3 - 4).

1.1.5.2. Aparato respiratorio

El sistema respiratorio de las garrapatas incluye conductos traqueales que permiten el intercambio
de oxigeno, dioxido de carbono y otros gases por medio de la superficie del cuerpo. Los estigmas
se encuentran asociados a los conductos traqueales (Mullen y OConnor, 2019, p. 534).

De acuerdo con Resh y Cardé, (2009, p. 644) con el paso del tiempo los sistemas traqueales

evolucionaron para dar a cabo el proceso de respiracion en las garrapatas, la expulsion de gases
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consiste en abrir los espiraculos o estigmas en diversas partes del cuerpo, estos sirven como
soporte a los 6rganos de las garrapatas. Es valioso mencionar que las larvas de Rhipicephalus spp.
carecen de estigmas respiratorios, por ello su respiracion es de tipo cutaneo; razon por la cual esta
fase o etapa del ectoparasito es la mas sensible a la accion de los garrapaticidas (Duran et al., 2004,
p. 581), asi pues, es imprescindible precisar en cada zona las épocas de mayor abundancia de las

fases larvarias.

1.1.5.3. Aparato Genital

El érgano genital esta situado en la linea media, por debajo de la base de capitulares y entre el
segundo par de coxas. La garrapata macho se caracteriza por ser aplanado dorsoventralmente y
mucho mas ancho en la parte posterior en comparacién a la parte anterior, compuesto de un par
de testiculos cercanos entre si; los conductos deferentes se unen en una vesicula seminal comun,
cuya funcién es la de formar un espermat6foro o saco donde se encuentran los espermatozoides.
El orificio genital del macho es ovalado y sin apéndices (Patra et al., 2016, pp. 434 - 435). La hembra
presenta sus ovarios fusionados en uno solo, de cuyos extremos laterales parten los oviductos que

van a parar en el Gtero, en sus dos cuernos laterales (Duran et al., 2004, p. 581).

1.1.5.4. Sistema Nervioso

Las garrapatas al ser consideradas una familia de los acaros segin Pritchard et al., (2015, p. 146)
presentan una regién llamada singanglio, mismo que esta agrupada de tejido nervioso, ubicado
en la seccion anterior de idiosoma por delante del intestino medio. Al respecto Duran et al., (2004,
p. 581) menciona que el sistema nervioso de las garrapatas cuenta con dos anillos también
conocidos como nddulos cerebroides que inerva todo su cuerpo, asimismo posee un solo par
ganglionar complejo, situado debajo del capitulo, lugar donde se dividen a todas las zonas del

cuerpo.

1.1.5.5. Reproduccion

Cuando las garrapatas se encuentran en estado adulto se produce la reproduccion sexual, esto
conlleva el contacto fisico entre el macho y la hembra. EI macho procede a montar a la hembra,
mantiene los queliceros masculinos en el poro genital femenino, inicia la productividad de
espermatoforos por el macho sobre el poro genital femenino (Carr et al., 2016, p. 519).

La hembra cuenta con un componente denominado espermateca, 6rgano de almacenamiento y

proteccion del esperma, importante en el sistema reproductivo; este a su vez cambia después de
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la copula ya que contiene proteinas clave para la alimentacion y puesta de huevos (Wang, X. et al.,
2021, p. 583).
Las hembras poseen ovario doble, Gtero y vagina que salen en el poro genital en su abertura

externa. Por otro lado, el macho tiene su sistema reproductor con testiculo, vaso deferente y una
abertura que encamina al exterior que produce espermatéforos, los machos y hembras se aparean,
el huevo es fertilizado por un esperma (Altamirano y Palacios, 2010, p. 20).

Alvarez, M. et al., (2017, p. 41) plantea que los adultos de la familia ixodidae generalmente se
aparean encima del hospedador, luego la hembra se nutre hasta saciarse, se desprende, hace una
puesta de huevos y fallece; por el contrario, el macho puede vivir en el hospedador por mucho
mas tiempo, incluso meses. Las garrapatas duras tienen la facultad de completar el ciclo en el
mismo hospedador como también en diferentes hospedadores, por ello se ordenan en
monofésicas, difasicas o trifasicas. En lo que respecta la familia Argasidae el apareamiento se da

después de la alimentacion del estado adulto hasta que abandona el hospedador (Altamirano y
Palacios, 2010, p. 20).
Sanches et al., (2012, p. 1020) refiere que la cépula es fundamental para la finalizacion del ciclo

gonotrofico de las garrapatas Ixodidae. Ademas, fortalece una comparacion entre las hembras
virgenes y cruzadas con machos, expone que las virgenes pesan un 60 % menos en relacion con
la congestion total de las hembras apareadas. Asimismo, los ovocitos de estas hembras no se
desarrollan con respecto a las hembras apareadas, es decir que la copula es un proceso importante
en la congestion total como en la maduracion de los ovocitos hembras.

De acuerdo con Kaufman, (2007, p. 264) las garrapatas virgenes se mantienen fijas al huésped
durante largos periodos, esperando la presencia del macho para complementar su ingurgitacion
mientras que las hembras virgenes de la familia Argasidae no indican reduccion en el volumen
de la comida durante el primer ciclo ovarico, ya que en los ciclos subsecuentes el tamafio puede
menorar en relacion al nimero de huevos retenidos en el aparato reproductivo, sin embargo la

rebaja no es la igual al de la medida visualizada en la hembras Ixodidae virgenes.

1.1.6. Clasificacion

De acuerdo con el nimero de animales que necesite para desarrollar su ciclo, las garrapatas se

clasifican en tres tipos:

1.1.6.1. Garrapatas de un solo huésped

Son conocidas comunmente como monoxenas dado que incluye las garrapatas que pasan del
estado larvario, ninfal al estado adulto sin mudar de huésped; una vez llenas de sangre se

desprenden del cuerpo del animal para llevar a cabo la ovoposicion; los huevos eclosionan en
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larvas, se convierten en ninfas que méas adelante alcanzaran la adultez sobre el mismo huésped
(Bermudez et al., 2018, p. 123; Duran et al., 2004, p. 575).
Lopez, J. L. y Holman, (2006, p. 7) destaca que, las garrapatas que necesitan de un solo huésped

para concluir el ciclo biol6gico son las que presentan mayor evolucidn, asimismo, se caracterizan

por ser menos numerosas que otras, sin embargo, representan gran importancia en la salud animal.

1.1.6.2. Garrapatas de dos huéspedes

Son conocidas como dioxenas, aquellas que desarrollan sus fases de larva y muda sobre el
hospedador; al tiempo que la ninfa lo desampara después de alimentarse para mudar en el suelo,
al transformarse en adultas buscan un segundo huésped y finalizan su ciclo de vida (Durén et al.,

2004, p. 575; Martinez, E. y Rocha, 2010, p. 9).

1.1.6.3. Garrapatas de tres huéspedes

Estas garrapatas se denominan trioxenas, dado que se caracterizan porque son larvas, parasitan a
un huésped, se alimentan y luego lo abandonan, caen al suelo, donde se convierten en ninfas y
posteriormente ascienden para parasitar a un segundo huésped, al igual que el anterior es
abandonado para completar su ciclo de vida en el suelo, una vez transformadas en adultos vuelven

a parasitar un tercer hospedero (Durén et al., 2004, p. 576; Martinez, E. y Rocha, 2010, p. 9).

1.1.7. Ciclo de vida de la garrapata

Este ciclo puede considerarse en dos fases:

1.1.7.1. Fase parasitaria

Esta parte del ciclo se ejecuta cuando las larvas, provistas de tres pares de patas se adhieren al
animal huésped, generalmente ingresan su hipostoma para de inmediato estar listos e iniciar la
alimentacion. No obstante, las larvas se alimentan de manera interrumpida los dos primeros dias
luego de la infestacion, frecuentemente se desprenden y se mueven de un lugar a otro en el animal;
después de 5 a 6 dias, ingieren suficiente sangre y se convierten en ninfas de cuatro pares de patas;
las ninfas se nutren de la sangre y convierten en adultos después de 6 a 8 dias (Gonzélez, 2007, p. 15).
En esta fase, se puede determinar el sexo de la garrapata. La muda se da primero en los machos,
estos se encuentran con frecuencia bajo las ninfas o hembras llenas, el macho es mas pequefio y
activo que la hembra. El ciclo parasitario de la garrapata termina de 8 a 12 dias después de la

transformacion ninfal, por ello, esta fase dura en total 19 a 26 dias. Las hembras repletas, se
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despegan y caen del huésped, mientras los machos pueden permanecer en el animal hasta morir

0 separarse junto con la hembra (Duran et al., 2004, p. 576)

1.1.7.2. Fase no parasitaria

Fase comprendida por cuatro etapas: preoviposicion, oviposicion, incubaciéon de huevos vy el
tiempo de supervivencia de las larvas en los pastizales (Martinez et al., 2021, p. 40). El periodo
comienza cuando la hembra fecundada llena de sangre cae al suelo y busca un lugar protegido de
la luz y del sol. El curso de la postura de los huevos depende de la temperatura por tanto puede
durar de 2 a 4 dias, en donde la garrapata adulta hembra puede ovopositar hasta 3500 huevecillos
(Duran et al., 2004, p. 576).

La temperatura es un factor claveque afecta la eficacia de la ovoposicion y eclosion de larvas, en
vista de que a menores temperaturas se evidencia mayores efectos perjudiciales en la aptitud
reproductiva de estos acaros. Por tanto, conducen una limitacion de; fertilidad, desarrollo de los
huevos y como tal, de la poblacién de garrapatas en el campo y por tanto una reduccién en la

prevalencia de enfermedades transmitidas por vectores (Esteves et al., 2015, p. 3).

1.1.8. Distribucién

Segun Pulido, L. et al., (2015, p. 76) la garrapata bovina Rhipicephalus spp. es endémica de India'y
Asia, propagandose territorialmente en zonas con clima tropical y subtropical; actualmente se
encuentra presente en América en regiones que abarcan el norte de Argentina hasta México.
Segun estudios realizados por Kanduma et al., (2020, p. 13) afirman la existencia de Rhipicephalus
spp. en el continente africano, especificamente en Kenia, esto indica que este parasito se encuentra
presente en ganaderias de Africa Subsahariana. La garrapata cuenta con extensa presencia en

muchos lugares trépicos de los cinco continentes.

1.1.9. Mecanismo de control en garrapatas

1.1.9.1. Control quimico

El control de garrapatas en la ganaderia es un tema de gran importancia sanitaria y econémica
dado que el dafio directo de estos parasitos se ven reflejados en la produccién y rendimiento de
los animales. Los métodos de control quimico en garrapatas tienen la mision de interrumpir su
ciclo de vida a través de la pulverizacion de ixodicidas a intervalos regulares (Rodriguez, Roger et

al., 2014, p. 296) habitualmente la forma mas utilizada para el control de garrapatas es la aplicacion
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de compuestos quimicos, mismos que suelen ser aplicados en bafios de inmersién o aspersion y
que tienen accion inmediata sobre las Rhipicephalus spp. (Pacheco et al., 2017, p. 38).

Segun Hernandez, Y. et al., (2016, p. 2) esta forma de control ademas de tener un costo elevado,
también conlleva riesgos de contaminacion para el medio ambiente, asimismo genera residuos en
los productos derivados de los animales, envenenamiento de los aplicadores, y su mal uso provoca
la aparicién de garrapatas resistentes a las principales familias de ixodicidas en donde los grupos
guimicos de mayor utilizacion son; amidas, piretroides sintéticos, latona macrociclicas, fluazuron

organoclorados, organofosforados y carbamatos (Rodriguez, Roger et al., 2012, p. 3).

1.1.9.2. Control Biolégico

En todo el mundo se investiga hongos entomopatdgenos como prometedores agentes de control
biolégico de la garrapata del ganado Rhipicephalus spp. (Fernandes et al., 2011, p. 316). El control
biolégico centrado en el uso de enemigos naturales de los insectos, especialmente en hongos
entomopatdgenos, es una alternativa interesante en el marco del cambio de plagas (Sewify et al.,
2009, p. 157). De manera que, la gestion de los ixodoideos en los bovinos mediante el uso de
enemigos naturales es posible a gran escala en un plazo razonable gracias a los avances en la
investigacion, combinando estudios de laboratorio y estudios de campo en una perspectiva
operativa.

1.2.  Hongos entomopatdgenos

Los hongos entomopatdgenos son los principales individuos causantes de enfermedades en los
insectos, por ello constituyen el grupo de mayor relevancia respecto al control biol6gico de
insectos, aracnidos y otros artrépodos. Actualmente se conocen 750 especies, la mayor parte de
ellas pertenecen a los grupos; Entomophthorales (Zygomycota) y Hypocreales (Ascomycota),
hallandose presente de manera natural en el medio, ya sea en los suelos, restos de cultivos, en
terreno de insectos parasitados, su nutricién se basa en materia organica y otros organismos
(Ramirez et al., 2014, p. 6).

Caballero, (2014, pp. 5 - 6) menciona que los hongos patdgenos de insectos penetran, invaden y se
multiplican dentro de los insectos causando enfermedad sin la necesidad de ser ingeridos, ya que
pueden ingresar por medio de su cuticula, su desarrollo y crecimiento estd estrechamente
relacionado por condiciones medioambientales desfavorables como la baja humedad, radiacion
solar y altas temperaturas. Entre los hongos mas importantes utilizados en el control biol6gico
estan, Beauveria bassiana, Lecanicillium lecanii, Metarhizium anisopliae, Isaria fumosorosea e

Hirsutella thompsonii, esto gracias a su eficacia probado y su pronta reproduccion.
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La reproduccion es asexual, los hongos se reproducen por esporas, que generalmente son las que
provocan infecciones flngicas en los insectos al estar en contacto con el hongo (Sepalveda, 2019, p.
2). Segln Pucheta et al., (2006, p. 858) el proceso de infeccién se da cuando el hongo comienza a
excretar enzimas, ya que estas son las encargadas de degradar la superficie de la cuticula del
hospedero.

1.2.1. Generalidades de Beauveria spp.

Lodi Bassi Agostino entomélogo italiano en 1835 no solo identifico la causa de la enfermedad
mortal que transformaba al gusano de seda y otras especies, sino que también afirmé que podia
hacerlo a voluntad (Lord, 2005, p. 19). De acuerdo con Kouassi, (2001, p. 1) S& conocié como
“enfermedad del muscardina blanca” por el peculiar aspecto del cadaver, como si estuviera
cubierto de polvo blanco, mas tarde, Jean Jules Beauverie denomind al patégeno Botrytis
bassiana. Hasta el siglo XX no existié oficialmente el género Beauveria. En 1912 Vuillemin
describi6 a Botrytis bassiana como perteneciente al género Beauveria (Halouane et al., 2013, p. 68).

Es facil y relativamente barato cultivar y mantener varias cepas de Beauveria spp. en condiciones
de laboratorio en comparacién con los costes de produccion de los pesticidas quimicos, ademas
las soluciones que contienen conidios de Beauveria spp. pueden aplicarse facilmente en el campo

utilizando equipos y métodos de aplicacion como los de los insecticidas sintéticos (Fréchette et al.,
2009, pp. 1127 - 1130).
Segun Sabbahi et al., (2008, p. 124), Beauveria spp. tiene una actividad insecticida mas rapida que

la de otros agentes entomopatdgenos con una vida Util mas larga; los conidios pueden persistir en
el medio ambiente mediante la propagacion de enfermedades enzodticas o epizoo6tica. Por otro
lado, es imposible teéricamente que los insectos desarrollen resistencia, ya que Beauveria spp.
utiliza simultdneamente varios modos de accién y como organismo vivo, puede adaptarse a
diversos cambios de huésped (Dannon et al., 2020, p. 7). Por consiguiente, el uso de Beauveria spp.
como insecticida bioldgico se considera una alternativa potencial a los insecticidas quimicos para
el control de Rhipicephalus spp.

De acuerdo con McGuire y Northfield, (2020, p. 8) el control de las poblaciones de plagas
perteneciente a las clases Lepidoptera, ColeOptera, asi como algunos miembros de la clase
Arécnida convierten a Beauveria spp. en un candidato prometedor para su uso como biopesticida.
A diferencia de otros patégenos bacterianos y virales que necesitan ser consumidos por su
hospedador para causar infecciones; Beauveria spp. slo requiere el contacto para infectar (Sufyan
etal., 2017, p. 2).

Como microorganismo entomopatdgeno, el ciclo de vida de las distintas cepas de Beauveria spp.
esta organizado y adaptado como pat6genos a sus huéspedes invertebrados, mientras que con sus

hospederos vegetales forman una relacion simbidtica, al vivir sin mostrar sintomas de enfermedad
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en el tejido vegetal. Para desarrollar estas funciones ecoldgicas, este hongo necesita segregar una
serie de enzimas, asi como metabolitos secundarios, todos ellos con importantes funciones

bioldgicas (Amobonye et al., 2020, p. 1).

1.2.2. Morfologia

Las colonias son un micelio blanco o marron amarillento, que se adhiere fuertemente a la
superficie del agar (o no), el lado inferior es incoloro, blanco rojizo o blanco amarillento (wang,
Y. etal., 2020, p. 5). EI didmetro de las hifas oscila entre 2,5 um y 25 um. Ademas, puede producir
diferentes tipos de conidios en funcion del entorno (Dannon et al., 2020, p. 2). Beauveria spp. tiene
hifas o filamentos lisos, formando agregados densos e irregulares de conidiéforos, fialides (célula
productora de conidios) se asemejan a estructuras subglobosas, zigzagueando y estrechandose
hacia la parte portadora de esporas llamada raquis (Garcia, M. et al., 2011, p. 25) de acuerdo con
Contreras y Bustillo, (2019, p. 1) Beauveria spp. tiene una tasa de crecimiento de 2,2 mm/dia

aproximadamente.

Figura 7-1: A. Esporas; B. Conidioforo simple; C. Hifas; D. Proliferacion del conidioforo
Realizado por: Quezada, L.; Quezada, N., 2022.

1.2.3. Taxonomia

La posicién sistematica de Beauveria spp. es la siguiente (Halouane et al., 2013, p. 69; Sung et al., 2006,

p. 2).
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Tabla 3-1: Taxonomia de Beauveria spp.

Nivel Ubicacion

Reino: Fungi

Filo: Ascomycota

Orden: Hipocreales

Familia: Clavicipitaceae / Cordycipitaceae o ophiocordicipitaceae
Genero: Beauveria

Especies:  B. bassiana (Bals.-Criv.)

En algunos documentos, se considera que el patdgeno pertenecia a Cordycipitaceae.
Realizado por: Quezada, L.; Quezada, N., 2022.

1.2.4. Mecanismo patogénico

Altamira, (2020, p. 37) destaca la importancia de diferenciar las estructuras celulares de los hongos
entomopatdgenos, ya que son diferentes morfolégicamente, mismas que son; conidia, tubo
germinativo, apresorio, hifa y blastosporas. Estas estructuras son primordiales para el proceso de
parasitacion del insecto Rhipicephalus spp.

El periodo patogénico de Beauveria spp. en organismos invertebrados desarrolla excelente
capacidad bioplaguicida (Mascarin y Jaronski, 2016, p. 2). Las esporas asexuales (conidios) se
dispersan por el viento, la lluvia, salpicaduras o incluso por vectores artrépodos facilitando que

el hongo a establecer la infeccion en huéspedes susceptibles (Ortiz y Keyhani, 2013, p. 365).

1.2.4.1. Adhesidn de la espora a la cuticula del insecto

Butt et al., (2016, p. 11) describe que los hongos entomopatdgenos actlan por contacto, al penetrar
dentro de la plaga y ocasionar muerte por micosis. Esta etapa se refiere a la infeccion de la espora
con la cuticula del hospedero, es decir que los conidios deben traspasar la estructura de proteccion
que forma el oxoesqueleto, accion que se lleva a cabo gracias a la intervencion de las enzimas
producidas por los hongos, al permitir degradar las capas de la cuticula.

Por otra parte, Hernandez, A., (2016, p. 9) agrega que las esporas en las primeras 72 horas germinan
en el estdbmago, seguido las hifas atraviesan las paredes del integumento, permitiendo que el

hongo ingrese al hemocele y por consiguiente infecte sus tejidos.
1.2.4.2. Germinacion de la conidia
Ramirez et al., (2014, p. 10) expresa que es el proceso donde el conidio 0 espora germina e inicia el

desarrollo de su tubo germinativo, formando después un 6rgano sujetador (apresorio) con el cual
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permite fijarse en la cuticula del insecto. El tiempo aproximado de germinacion oscila entre 12 a
20 horas, que dependera de la cepa, temperatura y humedad ambiental. De conformidad con
Litwin et al., (2020, p. 3) para el desarrollo y germinacion de los hongos entomopatogenos la
temperatura ideal esta entre 20 a 30 °C.

1.2.4.3. Penetracion del integumento o cuticula

Garcia, Manuel et al., (2008, p. 26) describe esta etapa como el proceso de penetracion de la cuticula
del artrépodo, aqui los hongos entomopatdgenos, combinan la accién mecéanica ejercida por el
tubo germinativo y la degradacién enzimatica, para penetrar las capas de la cuticula.

Desde el apresorio o clavija de insercidn y con la accidn hidrolitica de las enzimas (proteasas,
quitinasas, quitobiasas, lipooxigenasas, lipasas y las mas importantes son las proteasas), la presion
mecanica entre otros factores (como el oxalato), el hongo entomopatégeno es capaz de ingresar
en todas las capas de la cuticula hasta identificar un ambiente rico en nutrientes como la hemolinfa
del insecto (Dannon et al., 2020, p. 3) postula que el tiempo promedio de penetracion es de 8 a 12
horas. En la opinion de Damas, (2012, p. 16), Beauveria spp. cuenta con dos fases, que son:
patogénica y saprofita.

1.2.4.4. Multiplicacién del hongo

Vianna, (2019, p. 35) manifiesta que, ya cuando el hongo llega al hemocele e invade la hemolinfa
del hospedero, en el interior del insecto se multiplican por medio de cuerpos hifales, se propaga
dentro del tejido del insecto, produciendo formas miceliales como blastosporas. Las blastosporas
permiten la absorcion de nutrientes, gracias a la relacion superficie/volumen (Altamira, 2020, p.
39). En consecuencia los insectos secretan receptores de reconocimiento de patdgenos a nivel de
la hemolinfa, superficie de hemocitos (células del homecele) y en las membranas de las células

epidérmicas (Wang, C. y Wang, 2017, p. 82).

1.2.4.5. Produccion de toxinas

De acuerdo con Sepulveda, (2019, p. 2) el hongo entomopat6égeno al ingresar al cuerpo del insecto
u artrépodo comienza a desarrollar y producir distintos tipos de toxinas, en consecuencia, genera
sintomas como movimientos descoordinados, alterados, los insectos dejan de nutrirse como
también de reproducirse y causan finalmente su muerte.

Ramirez et al., (2014, p. 10) agrega que ciertos hongos supuestamente no poseen toxinas, de modo
gue matan al insecto por consumir todos sus nutrientes. Las toxinas crean poca toxicidad si se
compara su afeccion en mamiferos; pero son letales para los artrdpodos a causa de sus propiedades
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insecticidas. Es decir, que en artropodos los hongos producen consecuencias a nivel de tejidos,
deshidratacion de las células por falta de fluido y cohiben que los insectos muestren sus reacciones
de defensa, por lo consiguiente, facilita la multiplicacion del hongo.

Pariona, (2006, p. 12) refiere que Beauveria spp. produce micotoxinas como: beauvericina,
bassianolida, beaverolidos, y otros, para infestar el sistema inmunoldgico del parasito, de esta
manera el hongo logra invadir exitosamente todos los tejidos del hospedero. Teniendo en cuenta
a Sepulveda, (2019, p. 4) quien expone que en base a investigaciones realizadas se demuestra que
las cepas de los hongos entomopatdgenos no presentan un efecto toxico en el crecimiento de
plantas y pastos, de ninguna manera genera efectos perjudiciales que modifiquen el suelo, ya que

no hay presencia de letalidad en las lombrices y otros bioindicadores que altere los ecosistemas.

1.2.4.6. Muerte del insecto

Desde la perspectiva de Ramirez et al., (2014, p. 10) la muerte del insecto infectado se da previo a
gue el hongo colonice totalmente el hemocele, como consecuencia de la exposicion directa a las
toxinas. Damas, (2012, p. 16) afiade que, en esta etapa de la expiracion el insecto termina la fase
parasitica e inicia la saprofitica. La muerte del artropodo se da en relacion con la cepa del hongo,
del hospedante y de factores ambientales, ya de que de ello dependera la germinacion de las

esporas y su accion de sintomas anormales en el insecto (Butt et al., 2016, p. 15).

1.2.4.7. Colonizacién

Ya una vez colonizados los érganos y tejidos, los hongos producen sustancias antibacteriales que
permiten al insecto mantenerse momificado, es decir impiden su descomposicion (Ramirez et al.,
2014, p. 11). En esta etapa, el hospedero presenta manchas melanizadas en los sitios de infeccién o
coloracion rojiza, ademas estos insectos son usados como reservorio para los hongos (Pariona, 2006,

p. 13).

1.2.4.8. Emergencia del micelio hacia el interior

Luego de terminar con la vida del insecto y que los nutrientes en el hemocele se agoten, los hongos
deben emerger, de manera que si la humedad es favorable (= 90 %) el hongo puede salir del
huésped por medio de la cuticula o por los orificios como la boca y ano para la posterior
esporulacion encima del cadaver, genera un inéculo que permite infectar a nuevos insectos o
artrépodos (Butt et al., 2016, p. 22).

Ramirez et al., (2014, p. 11) enfatiza que, si por el contrario el hongo no puede dispersarse a la
busqueda de nuevos hospedadores porque los factores externos no son los correctos, el organismo
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infectante deberd permanecer por mas tiempo dentro del insecto y ser protegido por el
integumento, hasta que las condiciones sean adecuadas para la reproduccion asexual de los
hongos (esporulacion).

1.2.4.9. Esporulacion

La subsistencia de la poblacién del hongo estéa sujeta al medio ambiente, la dispersion puede darse
por la lluvia, viento o por contacto con nuevos insectos a los que puede infestar (Wang, C. y Wang,
2017, p. 84). El proceso de esporulacién se presenta cuando las hifas salen por los espiraculos, ano
y boca, siempre y cuando las condiciones del medio sean adecuadas, dando lugar a la produccion
de conidios en un lapso entre 24 a 48 horas. En esta etapa el hospedero toma la coloracion que

caracteriza al hongo utilizado (Damas, 2012, pp. 21 - 22; Ramirez et al., 2014, p. 11).

1.2.4.10. Diseminacion

Este proceso puede ser activo o pasivo, conforme las caracteristicas de la conidia; pues toda
espora puede cruzar de un invertebrado a otro por diseminacion, a través del viento, animales,

lluvia y el hombre, hasta encontrar nuevos hospedantes para iniciar con la afeccion letal (Gibson et

al., 2014; Ramirez et al., 2014, p. 11).
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1.  Localizacion y duracion del experimento

El estudio se realizd en dos etapas, la primera en el Instituto Nacional de Investigaciones
Agropecuarias (INIAP), en la Estacién Experimental Central de la Amazonia Ecuatoriana
(EECA), en el laboratorio de Proteccion Vegetal, ubicada en la Via Sacha — San Carlos a 3 km de
la entrada a la Parker, Cantén Joya de los Sachas, Provincia de Orellana, a 280 m.s.n.m., con
0°21732” de latitud Sur y 76°52°40” de longitud Occidental. La segunda etapa se llevd a cabo en
un predio ganadero, ubicado en el Canton Joya de los Sachas, Provincia de Orellana.

El trabajo experimental tuvo una duracién de 14 semanas comprendidas durante los meses
noviembre 2021 hasta febrero 2022 en donde se cumplié con las actividades establecidas para las
fases de laboratorio y campo hasta la toma y tabulacion de datos. Las condiciones edafoclimaticas

del lugar se presentan a continuacion:

Tabla 4-2: Condiciones edafoclimaticas del INIAP — ECCA

Parédmetros Descripcion
Zona climética Bosque himedo tropical
Temperatura promedio 27 °C
Precipitacion media anual 3000 — 4000 mm
Humedad relativa 84 %
Topografia Plana
Tipo de suelo Franco arcilloso de textura delgada
Materia organica 2-4%
Nivel de fertilidad Media

Fuente: (GAD; 2022; IMG, 2022)
Realizado por: Quezada, L.; Quezada, N., 2022.
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Figura 8-2: Ubicacion de la finca Buena Fe

Fuente: Google Earth, 2022
Realizado por: Quezada, L.; Quezada, N., 2022.
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Figura 9-2: Ubicacion de INIAP-EECA

Fuente: Google Earth, 2022
Realizado por: Quezada, L.; Quezada, N., 2022.

2.2.  Unidades experimentales

Para el presente trabajo de investigacion se considero dos fases:

Fase 1:
- Como unidad experimental se emplearon 10 garrapatas, las que se colocaron en dos cajas

Petri en condiciones de laboratorio.
- NUmero de repeticiones: 3

- NUmero de tratamientos: 8
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Fase 2: Se realiz6 en un predio de la siguiente manera:
- Se emple6 un total de 12 animales
- Numero de repeticiones: 3

- NUmero de tratamientos: 4

2.3.  Materiales, Equipos, Reactivos e instalaciones

2.3.1. Materiales y Herramientas

Con respecto a los materiales de laboratorio: cajas Petri de 90 mm de didmetro, sacabocados de 5
mm, pinzas, espatula, tubos de ensayo, matraz de Erlenmeyer, camara de Neubauer, porta y cubre
objeto, mechero de alcohol, algodén hidrofilico, papel aluminio, mandil, guantes de nitrilo y
mascarillas.

Materiales de campo: bomba de aspersion de espalda manual, botas, overol, gorra y cinta bovino-
métrica.

Materiales de oficina: notas de apuntes, material bibliografico, papel, tijeras, lapices, borradores,

esferos y regla.

2.3.2. Equipos

Microscopio compuesto con su respectiva cdmara, camara de flujo laminar, autoclave, estufa de
calor seco y humedo, destilador, balanza analitica, micropipetas y un calibrador, computador
portatil, incubador.

2.3.3. Reactivos

Agua destilada, Hipoclorito de sodio (NaClO), alcohol potable, &cido lactico, cloranfenicol, azul

de lactofenol.
2.3.4. Instalaciones
Laboratorio de Proteccion Vegetal, Estacion Experimental Central de la Amazonia del Instituto

Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP)

Finca Buena Fe propiedad del Sr. Vicente Armijos
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2.4.  Tratamientos
- Fase 1, Tratamientos de aislados de Beauveria spp. en laboratorio.
Se evaluo siete aislados de Beauveria spp mas un testigo, los mismos que se detallan a

continuacion:

Tabla 5-2: Tratamientos, fase 1, seleccion de aislados de Beauveria spp.

Tratamientos Descripcion
T1 B-001
T2 B — 002
T3 B - 003
T4 B - 004
T5 B - 005
T6 B — 006
T7 B — 007
T8 Testigo

Realizado por: Quezada, L.; Quezada, N., 2022.

- Fase 2, Tratamientos de Beauveria spp. en aplicaciones de campo

Se evaluaron dos aislados de Beauveria spp., su combinacién y un testigo, mismos que se detallan

en la siguiente tabla:

Tabla 6-2: Descripcion de tratamiento de estudio

Tratamientos Descripcion

T1 Aislado con mayor porcentaje de biocontrol
T2 Aislado con mayor porcentaje de biocontrol
T3 Combinacidn de los mejores aislados

T4 Testigo

Realizado por: Quezada, L.; Quezada, N., 2022.

2.5.  Disefio experimental
Fase 1y 2: Se empled un disefio completamente al azar (DCA), con dos tratamientos de aislados

de Beauveria spp. (ECCA y Agresiva) y su combinacion (ECCA + Agresiva) y un testigo, con

tres repeticiones por tratamiento, respectivamente.
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2.5.1. Analisis estadistico

Se evalud la efectividad de Beauveria spp. como biocontrolador de garrapatas en el ganado
bovino. Para ello los datos se evaluaron con el programa estadistico InfoStat version 2015. Se
emplearon modelos lineales generales y mixtos (Riobdo y Pacheco, 2017, p. 88) bajo el siguiente

modelo en la fase uno y dos:

Yijk= 4 + Mi + Bj + eij
Yij= 1+ Ai + Bj + €ij

Donde:

Yij Es la variable de respuesta

M Es la media general

Mi Es el efecto de i-ésimo tratamiento (Aislados)
Ai Es el efecto del i-ésimo tratamiento (Aislados)
Bj Es el efecto del i-ésimo bloque

eij Es el término de error aleatorio

2.5.2. Analisis funcional

Para establecer diferencias estadisticas se emple6 la prueba LDS Fisher o= 0,05; también se
evaluaron los supuestos de los modelos mediante graficos qg-plot (normalidad) y graficos de los

residuos en funcion de los predichos para la homogeneidad de varianza (Garcia, Maria y Rapelli, 2018,

p. 4).

2.5.3. Metodologia de la evaluacion

Fase 1: El factor en estudio se conformé por medios de cultivos, para lo cual se estudiaron dos

cepas aisladas de Beauveria spp.

2.5.3.1. Obtenci6n de Beauveria spp

Es la presente investigacion Beauveria spp. fue proporcionada por el Laboratorio de Proteccién
Vegetal del Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias en la Estacion Experimental
Central de la Amazonia en donde se evaluaron aislamientos obtenidos de broca de café y picudo
negro que mostraron signos de infeccidn en campo. Beauveria spp. como hongo entomopatogeno,

puede aislarse de diferentes fuentes, es decir, puede encontrarse en la naturaleza sobre distintas
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especies de artrépodos que pueden recogerse en el campo e incubarse en el laboratorio para aislar

los conidios infecciosos (Nussenbaum, 2014, p. 55).

2.5.3.2. Captura de garrapatas

Se tomaron muestras de garrapatas al azar, previo examen visual como también en la superficie
corporal al deslizar suavemente la mano sobre diferentes las zonas de: ubre, tabla del cuello,
ancas, flancos, abdomen, patas traseras, delanteras incluidas las axilas y ancas. Al identificar el
ectoparasito, se realiza la extraccion con el uso directo de los dedos indice y pulgar, haciendo un
ejercicio parecido al de una pinza de diseccidn, se tomd el cuerpo de la garrapata lo mas cerca del
capitulo, girdndola lentamente hacia arriba, en contra pelo del hospedador, hasta finalmente
desprenderla, se procurd que el hipostoma no quede adherido a la piel del animal (Bolivar, 2013, p.
3).

Se tomaron 32 garrapatas, sin aplicacion de pesticidas por un periodo de 20 dias, mismas que se
destinaron a la reactivacion de Beauveria spp, posteriormente los ectoparasitos fueron

depositados en cajas Petri.

2.5.3.3. Reactivacion de Beauveria spp.

Tras seleccionarse 16 garrapatas se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 0,5 % (NaCIO 0,5
%), sumergiéndolas por 1 minuto, se lavaron los ectoparéasitos tres veces con agua destilada con
el objetivo de eliminar el exceso del producto desinfectante, retiramos el exceso con ayuda de una
toalla de papel estéril (Ramirez et al., 2014, p. 16).

Una vez desinfectadas, se utiliza dos tubos de ensayo de 10 ml para colocar ocho garrapatas
respectivamente, cada tubo contenia un aislado de Beauveria spp., estas inmersiones se realizaron
por 2 min. En cuatro cajas Petri se colocd como base papel toalla estéril, sobre este un portaobjetos
para situar las garrapatas. Es importante que la toalla estéril colocada sea humedecida
anticipadamente con agua destilada, con la finalidad de generar una camara humeda para el
desarrollo de Beauveria spp. Las cajas Petri se incubaron por un lapso de seis a diez dias, se
observé diariamente el proceso de colonizacion de Beauveria spp. con un estereoscopio.

En la cdmara de flujo laminar se tomaron pequefias muestras de Beauveria spp. de los insectos
esporulados, se procurd no tomar parte del cuerpo de los ectoparasitos debido a que pueden ser

fuente de contaminaciones en el proceso e inhibir un buen desarrollo del hongo.
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2.5.3.4. Combinacion de medios y evaluacion del crecimiento de cepas

Con la intencion de conocer si las dos cepas de Beauveria spp. responden mejor y con mayor
cantidad de unidades infectivas de acuerdo con la condicion nutrimental del medio se valoran
cinco medios de cultivos, entre ellos: 1) Papa Dextrosa Agar (PDA) + Agar Dextrosa Sabourand
(SDA) + Harina de maiz, 2) Agar Agua + Harina de maiz + Extracto de malta, 3) PDA, 4) Agar
Agua + Extracto de malta, 5) Agar Agua + Harina de maiz.

La inoculacion se elaboré al afiadir discos de micelio de 5 mm de didmetro de Beauveria spp.
activa. Posteriormente las cajas Petri pasan al proceso de incubacion por un periodo de ocho dias,
durante este tiempo se evalta diariamente la medicidn del didmetro de las colonias en forma de
cruz, para estimar el medio de cultivo que le brinda mayor crecimiento al indculo, es decir a la
esporulacion de este.

A través de la evaluacion ejercida se determin6 que los medios de cultivo que presentaron mayor
crecimiento del micelio fueron el medio uno y tres, decretando ser los mas adecuados para

continuar con el proceso de reactivacion del hongo entomopatdgeno.

2.5.3.5. Conservacion de Hongos Entomopatdgenos

Para la conservacion de las cepas de Beauveria spp. se efectud en base a la mejor garrapata
esporulada, el hongo se siembra en cajas Petri con los medios anteriormente seleccionados, PDA
+ SDA + Harina de maiz, se aplica &cido lactico y cloranfenicol a fin de del proteger los medios
ante otros microorganismos contaminantes. Seguido de ello, se incuba las cajas por diez dias a

temperatura entre 24 + 2 °C.

2.5.3.6. Preparacion del sustrato

Para la inoculacion se utilizé como sustrato vegetal el arroz, ya que resulta ser una eficiente opcién
para el desarrollo masivo del hongo, debido a que permite una colonizacion total por la cepa de
Beauveria spp. alcanzando rendimientos superiores a 1x10° conidias/g (Villegas, 2015, p. 20).

El proceso de preparacion del sustrato se baso en la metodologia de Jaronski 'y Jackson, (2012, pp.
259 - 263). Se inicia por pesar 10 kg. de arroz, se retiran impurezas y se lava por tres veces. Se deja
reposar el arroz por un estimado de 45 — 50 min con cantidad suficiente de agua para cubrir
totalmente los granos, luego se escurre el arroz.

Se deposito 260 g. de arroz por cada funda de polipropileno, para asegurar un mejor sellado, se
realizan dobleces en el extremo de la funda y se engrapa. Luego, se introduce las fundas en la

autoclave a 121 °C, 15 psi de presion durante 45 minutos, al terminar este procedimiento de
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esterilizacion se apaga el equipo, se abre la puerta para que drene la presion ejercida en la
maquina, en seguida se retira el arroz y se deja enfriar a temperatura ambiente.

Se manipula las bolsas hasta encontrarse a una temperatura tolerable para ejercer presion sobre el
arroz y descompactar los granos, con el fin de evitar la presencia de grumos al cosechar el hongo.
Una vez frio se limpia y desinfecta la cdmara de flujo laminar como también el piso, con el
proposito de conservar un ambiente aséptico.

Se alistd una disolucidon preliminar de Beauveria spp. de cada aislado (Agresiva y ECCA) con
Tween 20 y agua destilada. La inoculacion se efectu6 inyectando 5 ml de solucion de conidias de
cada in6culo a una concentracion desconocida con la ayuda de una jeringa estéril en cada una de
las fundas de arroz, proceso realizado dentro de la cabina de flujo laminar. Se sella el pequefio
orificio creado por la jeringa con cinta adhesiva para mantener el sustrato libre de otros
microorganismos contaminantes. Al final se remueve cada bolsa para que la solucién se esparza
de manera homogénea. Una vez terminada la inoculacion, todas las bolsas de sustrato con sus

respectivas fechas e identificaciones por cepa, son llevadas a la sala de incubacién.

2.5.3.7. Crecimiento del hongo Beauveria spp.

Esta etapa consistio en el desarrollo del hongo ya en el sustrato, las bolsas inoculadas son dejadas
en reposo durante 21 dias a temperatura de 22 a 24 °C. Durante este tiempo es fundamental dar
seguimiento a las bolsas cada 2 0 4 dias para romper el micelio con la finalidad de homogenizar
los granos de arroz y evitar el amontonamiento de Beauveria spp. en el sustrato. También es
importante descartar los paquetes que presenten contaminantes o con poca homogenizacion. A

los 20 0 21 dia completa la esporulacion y se da lugar a la cosecha del hongo entomopatdgeno.
2.5.3.8. Control y Preparacion de calidad del inéculo

Se llevo a cabo la preparacion del inoculo al emplear el hongo Beauveria spp. reactivado y
conservado en Agar Papa Dextrosa (PDA) ademas, se cuantificd la concentracion de esporas por
mililitro, la tasa de germinacién y pureza.

2.5.3.9. Determinacién de la concentracion de esporas

Luego de haber transcurrido 12 dias de la incubacién del hongo entomopatégeno en su respectivo
sustrato vegetal, se evalu6 el rendimiento de esporas, al colocar 138,89 g. del sustrato ya
colonizado en 500 ml de agua destilada con Agral 90 para esparcir las conidias. Se comprueba

tres dosis de este surfactante, minima (0,04 ml), media (0,063 ml) y maxima (0,09 ml).
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Segun Agripac, (2021, p. 3) el Agral 90 al presentar caracteristicas biologicas para mejorar las
propiedades esparcidoras de productos fitosanitarios, se planteé mezclar con Beauveria spp. con
la finalidad de conocer su efecto en el control biolégico de garrapatas. De acuerdo con esta
empresa de insumos agricolas, de debe aplicar 50 m1/200 litros de agua, en base a ello se empled
el siguiente calculo para estimar las dosis a trabajar.

50ml————-200L
= 2,25ml

Al resolver este problema de proporcionalidad se toma como valor conocido nueve litros de agua,
puesto que el hongo entomopatdgeno fue aplicado en bafios de aspersion de 3 L/animal. Se obtuvo
gue se debe aplicar 2,25 ml/ 9 L, al ser microorganismos se opt6 por trabajar con la mitad, es
decir 1,13 ml de dispersante en nueve litros de agua.

Sin embargo, se continudé con las operaciones de proporcionalidad para estimar el valor

desconocido al realizar la solucion madre en 500 ml. Por lo tanto, se planted lo siguiente:

1,13 ml— — — —-9000 ml — 0063 m
X————— 500ml mn
1,56 ml — — — —9000 ml 0.09 mi

X ————— 500ml m
0,7ml————9000mlo4 ]
X ————— 500ml mn

La dosis referencial fue 0,063 ml de Agral 90/500 ml de agua y a partir de esta se tomé una dosis
alta que fue 0,09 ml y como dosis minima 0,04 ml de surfactante por la dosis conocida de agua
(500 ml) para realizar las diluciones en laboratorio.

Las muestras fueron tomadas del sustrato respectivo de cada cepa de Beauveria spp. (Agresivay
ECCA), para realizar adecuadamente el muestreo en agua destilada con las tres dosis de
surfactante respectivas, se removié con cautela el sustrato con el hongo y se extrajo de diversos
puntos submuestras hasta completar 138,89 g misma que fue la suspension madre o también
denominada 10°. Para este proceso se utilizé una espatula de acero y se peso en una balanza
analitica.

Se elaboran diluciones seriadas a partir de la solucion madre de cada indculo, con el propdsito de
reducir la concentracion y a su vez facilitar el conteo del numero de esporas a través de la camara

de Neubauer (Badillo et al., 2019, p. 32). Se utiliz6 cuatro tubos de ensayo por cada muestra madre
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con 9 ml de agua destilada estéril, para realizar la misma cantidad de diluciones seriadas:
1071, 1072, 1073, 1074,

Después se tom6 1 ml (1000 ul) de la suspensidn y se colocé en cada tubo que contenia la solucién
diluyente con las diferentes dosis de Agral 90, esa pasa a ser la dilucion 10~1. Se agita en el
vortex por aproximadamente 30 s, luego se toma 1 ml del primer tubo y es colocado en el segundo,
mismo que quedd diluido con respecto a la solucion madre. Y asi sucesivamente hasta conseguir
una dilucion 10™* o aquella dilucién, que permita contar las esporas/ml. Ya que la dilucion
apropiada para el conteo en el hemocitometro es aquella que presenta entra 10 a 50 esporas por
cuadrante (Béez et al., 2019, pp. 15 - 16).

Los tubos de la submuestra con dilucion 10~2a 10~* de cada nuestra se agit6 en el vortex, para
tomar 10 pL (0,01 ml) con la ayuda de una micropipeta y se colocé por capilaridad con el maximo
cuidado sobre cAmara de Neubauer, sin crear burbujas sobre esta. Se cubrié con un cubreobjetos
y antes de comenzar con el conteo se dejé en reposo por 30 s, pasado este tiempo se contd las
esporas al enfocar la cAmara con el objetivo 40X. Se ejecutd un conteo duplicado de esporas en
los cinco cuadrantes centrales de la camara de Neubauer.

La camara de Neubauer es un portaobjetos que presenta dos camaras de 0,1 mm de profundidad
y cada uno se subdivide en nueve cuadros de 1 mm?, es decir cada reticulo tiene una superficie
de 9mm?2. Asimismo, el cuadrado del centro esta dividido en 25 cuadrantes de 0,2 mm de lado
con una superficie de 0,04 mm? cada uno y éstos a su vez en 16 cuadrantes de menor tamafio
(0,0025 mm?). El recuento de las conidias se realizo en cinco de estos cuadrantes centrales, los
cuatro de las esquinas y el del centro, se conto las esporas en funcién a los limites, estos fueron:
cuando estaban en la primera linea de arriba y de la derecha; mientras que si las conidias estaban
sobre la linea de abajo y de la izquierda no debian contabilizarse en aquel cuadrante (Cafiedo, 2004,
p. 45; Chiriboga et al., 2015, pp. 15 - 16). Se determind la concentracién de esporas, mediante la formula

propuesta por Ramirez et al., (2014, p. 23).

conidias _

Ne——— =X %5%10**ID
ml

conidias A+B+C+ D
N2 = 2(

B 5

)*5*104*1D
ml

Donde:

X= Promedio del nimero de esporas por cuadrante obtenido
5 = N.° de cuadritos contados en el cuadrante central

10* = Factor de correccion de la camara

ID = Inverso de la dilucién empleada
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Por ultimo, se multiplicé el promedio del nimero de esporas por mililitro resultante en el recuento,
por el volumen empleado en la elaboracion de la suspension madre y se dividio por el peso de la

muestra empleada.

Tabla 7-2: Conteo de esporas de Beauveria spp. con diferentes dosis de Agral 90

Cuadrantes
Muestra Solucion 1 2 3 4 5
1x 107t SC SC SC SC SC

EECA m 1x 1072 103 98 105 115 96

max.
1x 1073 10 9 10 12 11
1x107* 2 1 1 2 3
1x 107t SC SC SC SC SC

EECA md 1x 1072 100 98 95 105 90

mdna.
1x1073 12 8 9 13 8
1x107* 3 2 2 4 1
1x1071 SC SC SC SC SC

EECA mi 1x 1072 116 110 108 112 105

min.
1x1073 12 9 11 10 10
1x107* 3 2 1 1 2
1x 1071 SC SC SC SC SC
Agresi ) 1x 1072 97 106 105 98 103
resiva max.

J 1x1073 11 14 13 9 10
1x107* 1 2 3 1 1
1x 1071 SsC SC SC SsC SC

Adresi d 1x 1072 102 98 95 100 99
resiva mdna.

g 1x1073 12 11 11 13 9
1x107* 2 1 1 2 1
1x 107t SC SC SC SC SC

Adresi i 1x 1072 100 98 100 102 97
resiva min.

J 1x1073 12 8 9 13 8
1x107* 3 2 2 4 1
1x 107t SC SC SC SC SC

. 1x 1072 106 102 103 100 96
EECA + Agresiva max.
1x1073 11 9 11 14 8
1x107* 3 2 1 1 2
1x 107t SC SC SC SC SC
. 1x 1072 100 98 105 109 95
EECA + Agresiva mdna.
1x1073 12 8 13 11 9
1x107* 2 1 3 1
1x 1071 SC SC SC SC SC
1x 1072 106 103 99 108 112
EECA + Agresiva min.
1x1073 12 9 8 10 11
1x107* 3 1 1 2 1

Realizado por: Quezada, L.; y Quezada N., 2022.
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Tabla 8-2: Concentraciones de aislados de Beauveria spp. empleados sobre garrapatas

Aislados Concentracion de hongo
EECA 8,6 x 108esporas/ml
Agresiva 8,4 x 108esporas/ml
EECA + Agresiva 8,4 x 108esporas/ml

Realizado por: Quezada, L.; Quezada N., 2022.

2.5.3.10. Determinacidn del porcentaje de germinacion

La formacion de esporas depende en gran medida de la humedad y la temperatura ambiental, y
en menor magnitud de la luz y las condiciones nutricionales, el nivel del agua también es un factor
que influye en el crecimiento del hongo y las pequefias diferencias de humedad relativa tras la
formacion de las esporas pueden marcar la diferencia en el éxito del control de la plaga por parte
del hongo (Godoy et al., 2007, p. 422).

La prueba de germinacion y la determinacion del nimero de esporas permitieron establecer la
viabilidad de estas (Chiriboga et al., 2015, p. 18). De acuerdo con Granda, (2015, p. 26) este proceso
permite disponer de una concentracién eficaz de Beauveria spp. como hongo entomopatdgeno,
sobre la cual se prepararon las dosis a utilizar en la fase de campo, por lo tanto, la germinacién
de conidios es fundamental para la propagacién en el medio ambiente.

Para evaluar la viabilidad de Beauveria spp. se preparé cajas Petri con un cultivo pobre que
permitio tener un crecimiento escaso de micelio, siendo el mas apropiado Agar Agua; del lado
reverso de la base circular de las placas Petri se marc6 cinco puntos mismos que permiten
delimitar la zona del conteo. A continuacién, con una micropipeta se deposit6 cinco alicuotas de
la dilucion realizada para el recuento de esporas en la prueba anterior que contenia
aproximadamente 1x10~* esporas del producto.

Se adicion6 una gota de azul de lactofenol sobre cada alicuota para detener la germinacion y
colocar los conidios, posteriormente se cortd la superficie tefiida, se deposité en una lamina
portaobjetos y se tapd la suspension con una laminilla cubreobjetos, finalmente se observé bajo
un microscopio. La observacion se hace con el objetivo 40X contando un minimo de 300 conidios
por muestra de alicuota se contabilizaron las esporas germinadas o0 no germinadas. A partir de los
datos obtenidos, se calcul6 el porcentaje de germinacion (Béez et al., 2019, p. 11).

Para calcular el porcentaje de germinacion de los Beauveria spp se utiliza la siguiente formula:

. » Numero de conidios ger mina das
Germinacion % = — x 100
Total de conidios evaluados
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Si el resultado es igual o superior a 90% se considera que la viabilidad del producto es viable

(Fiallos, 2020, p. 24).

Tabla 9-2: Porcentaje de germinacion de inoculos de Beauveria spp. en laboratorio

% germinacion

Dosis Agral 90 4horas 8 horas 12 horas 16 horas 20 horas 24 horas
EECA max. 577 12,24 29,00 42,86 66,67 95,60
Agresiva max. 3,75 18,75 38,27 62,32 84,29 96,34
EECA + Agresiva max. 2,15 14,89 35,16 56,76 77,38 98,88
EECA mdna. 2,04 7,37 27,91 44,83 60,67 93,18
Agresiva mdna. 1,12 11,24 29,67 43,02 55,42 94,74
EECA + Agresiva mdna. 1,10 10,23 29,90 50,00 66,29 97,73
EECA min. 1,18 10,59 28,38 45,45 60,53 96,97
Agresiva min. 0,00 8,42 19,39 36,00 63,29 98,59
EECA + Agresiva min. 0,00 8,33 26,32 43,90 60,71 95,29
Testigo EECA 0,00 5,62 27,16 41,56 59,72 98,59
Testigo agresiva 1,33 9,72 25,00 43,28 54,39 96,72
Testigo EECA + Agresiva 1,11 9,09 23,86 43,84 63,16 94,05

Elaborado por: Quezada, L.; Quezada N., 2022.

2.5.3.11. Determinacion de pureza

A través de esta prueba se comprobd si el producto final del HE es puro o, por el contrario,
presenta contaminantes no deseados, con la finalidad de mejorar el desarrollo de produccion y
formulacion de estos. Puesto que al presentar alta carga microbiana distinto al enemigo natural
(biocontrolador) origina un efecto desfavorable en el lapso de vida Gtil del hongo entomopatégeno
y por ende falta de eficacia como controlador biol6gico de insectos plaga. Por eso los valores
Optimos de pureza deben ser mayores al 90 % y como tal menos del 0,1 % de contaminantes (Baez
etal., 2019, pp. 11 - 12).

De las diluciones previamente elaboradas para el recuento de conidios y germinacién, se agitaron
en el vortex, se tomd 100 pl de las diluciones seriadas (1072,1073 y 10™%) de cada muestra
madre y se depositd en el medio de cultivo PDA, més acido lactico al 0,1% y cloranfenicol. Las
cajas Petri donde fue depositado el medio de cultivo se esterilizaron con anterioridad. Una vez
inoculado la superficie de las cajas por indculo, se disperso con la ayuda de un asa microbiolégica,
posteriormente se incubaron las cajas a una temperatura de 25 °C + 2 °C,

Se evalud y monitoreo diariamente, el nimero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por

5 dias. Por altimo, se registro el nimero total de lecturas, se sacé un promedio de las UFC de los
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contaminantes (hongos, bacterias y levaduras) y el nimero de UFC de Beauveria spp. evaluada.
Se multiplicé por el inverso de la dilucion utilizada y por el volumen empleado. Para estos
calculos, se basé en la formula de acuerdo con Chiriboga et al., (2015, p. 19).

% P Unidades formadoras de colonias del hongo evaluado 100
= *
ofureza Unidades formadoras de colonias totales

Tabla 10-2: Porcentaje de pureza en Beauveria spp.

Aislados Concentracion Repeticion % Pureza
1 99,58
99,12
99,25
99,46
97,89
99,10
98,36
99,01
98,29

EECA 8,6 x 108 esporas/ml

Agresiva 8,4 x 108esporas/ml

EECA + Agresiva 8,4 x 108esporas/ml

W N P W DN PPN

Elaborado por: Quezada, L.; Quezada N., 2022.

2.5.3.12. Inoculacion de hembras teledginas de Rhipicephalus spp.

Para la inoculacion de Rhipicephalus spp. se colocaron seis garrapatas adultas, completamente
ingurgitadas, de tamafio y vitalidad uniformes, en un tubo que contiene una solucién de
hipoclorito de sodio al 5 % para evitar la muerte de los ixodoideos, se sumergieron durante un
minuto, se enjuagaron dos veces con agua estéril, se elimind el exceso con papel estéril y se
prepararon para la inoculacién.

Las hembras teledginas desinfectadas se colocaron durante diez minutos en tubos de ensayo que
contenian distintas concentraciones de Beauveria spp. con Agral 90, al mismo tiempo se identificd
un grupo testigo el cual se sumergi6 en agua destilada estéril, se retir6 el exceso de humedad y
luego se depositaron dos garrapatas por caja Petri, finalmente se sellaron con papel Parafilm y se
colocaron en una incubadora con temperatura 27 = 0, 5 °C y una humedad relativa de al menos
85 % donde se evaluo el desarrollo del hongo entomopat6geno en los cadaveres de los acaros y

se establecid el tiempo necesario para la aparicion del micelio hasta la invasion completa.
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2.5.3.13. Evaluacién de la mortalidad

Esta prueba determiné si Beauveria spp. ataco a ixodoideos en la fase adulta, pero no garantizaba
que sea tan eficaz a nivel de campo como se registré en los ensayos de laboratorio, cuando las
condiciones fueron ideales para que el hongo se adhiera, germine y colonizara el hospedante.
Después de la inoculacién, se observaron los sintomas y signos de los &caros con un estereoscopio,
se evaluo la mortalidad de las garrapatas desde el dia 1 hasta el dia 14 y se determino el ciclo de
desarrollo del hongo a partir de los registros diarios, esto se analiz6 con la formula planteada por
Nakano et al., (1981).

% mortalidad en el tratamiento — % mortalidad en el control
M = - - x 100
100 — % mortalidad en el tratamiento

Las garrapatas se consideraron muertas si no realizaban movimientos bajo el estereoscopio y su
cadaver contenia Beauveria spp. fue transcendental afiadir agua destilada estéril diariamente
utilizando una jeringa desechable para humedecer el papel estéril. La humedad pudo considerarse
un factor clave en el desarrollo de las infecciones fungicas durante las fases de germinacion de

esporas y de formacion de conidios en Rhipicephalus spp. (Motta y Murcia, 2011, p. 1).

Tabla 11-2: Porcentaje de garrapatas muertas post infeccién de Beauveria spp.

% mortalidad / dias

Aislados Concentracion 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

8,6 x 107
EECA 0 0 13 16 25 41 53 59 72 78 84 91 94 100
esporas/ml
. 8,4 x
Agresiva 0 0 0 0 9 19 25 38 47 5 63 75 8 91
107esporas/ml

EECA + 84X

Agresiva  107esporas/ml

Testigo Sin aplicacion 0 0 O 0 0 0 0 0 0 3 3 6 6 9

Elaborado por: Quezada, L.; Quezada, N., 2022.

Fase 2: Evaluacion de la capacidad de biocontrol de dos aislados de Beauveria spp. sobre bovinos
en condiciones de campo.

Se seleccionaron 12 bovinos mestizos manejados bajo un sistema de crianza extensivo, en un
predio del Cantén Joya de los Sachas, los animales no estuvieron medicados ni bafiados por al
menos 15 dias previos al inicio del estudio, con edades entre los 3 y 8 afios (segun cronometria
dentaria) y peso vivo mayor a 350 kg. Los animales fueron distribuidos de manera aleatoria en

cuatro tratamientos de tres animales cada uno: T1 (Aislado con mayor porcentaje de biocontrol),
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T2 (Aislado con mayor porcentaje de biocontrol), T3 (Combinacion de los dos mejores aislados)
y T4 (Testigo).

Para determinar el nimero de garrapatas, se siguio el procedimiento descrito por Bautista et al.,
(2017, p. 7) cada bovino debid tener al menos 15 garrapatas de un didmetro minimo de 4 mm en
estado adulto; la cantidad de garrapatas Rhipicephalus spp. se estimé en una superficie de 20 cm?
(10 x 2 cm) en siete areas corporales, se marcaron con tinta para evitar errores de recuento.

En condiciones de campo las aplicaciones de aislados de Beauveria spp. se realizaron el mismo
dia de la preparacion sobre cada unidad experimental, de preferencia en dia nublados o dias
frescos entre las 16:00 y 17:00 horas (Tocas y Chiroque, 2019, p. 2).

Las aplicaciones se realizaron semanalmente mediante el uso de aspersores de espalda manuales,
mismos que tuvieron la debida calibracion del volumen de agua y se agitaban constantemente
para evitar la sedimentacion, el equipo empleado fue exclusivo para productos bioldgicos. Las
suspensiones se prepararon de la siguiente manera: Surfactante + Arroz (sustrato + hongo) + 9 L
de agua por cada uno de los tratamientos, es decir le correspondian 3 L de la disolucion para cada
unidad experimental con una concentracion de 8x108 conodios/ml. Los aislados se multiplicaron
en el laboratorio de Proteccion Vegetal de la EECA con las debidas normas que permitieron tener

material activo de forma antagénica.
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CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.  Capacidad entomopatdgena de Beauveria spp. en condiciones de laboratorio

En lo que respecta al porcentaje de capacidad entomopatdgena de aislados de Beauveria spp. en
garrapatas adultas, se observaron diferencias entre los tratamientos (p < 0,0001); en donde los
mejores resultados se obtuvieron en B — 006 y B — 003 (94,25 %, 93,36 %), sin embargo, en el
menor efecto acaricida se encontr6 en los tratamientos B — 005, B — 001 vy el testigo (74,25 %,
45,29 %, 1,00 %) respectivamente.

1001 Ta Ta
90- T T an Ta
801 To
701
601
501 —_|_ c
401
301
201
101 T
° B - 006 B- 003 B- 004 B- 007 B- 002 B- 005 B- 001 Testigo

Tratamientos

Gréfico 1-3: Capacidad entomopatogena de aislados de Beauveria spp.
Realizado por: Quezada, L.; Quezada, N., 2022.

Al analizar el porcentaje de garrapatas adultas bio-controladas se observaron diferencias entre los
tratamientos estudiados (p < 0,0119); constatando que los valores més altos se obtuvieron en los
aislados B — 006 y B — 003, (95,64 % y 94,72 %); de la misma manera en el ensayo dos los
mejores resultados se encontraron en los aislados B — 006 y B — 003 (92,86 % y 92,00 %) siendo
estos iguales estadisticamente B — 02, B — 04 y B — 07 y diferentes a los tratamientos B — 01, B —
05 y testigo.
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Gréfico 2-3: Comparacion de dos ensayos en laboratorio de garrapatas biocontroladas
Realizado por: Quezada, L.; Quezada, N., 2022.

Se observd que el porcentaje de colonizacion de Beauveria spp. presentando en los tratamientos
evaluados es progresivo a lo largo del tiempo; inicia su crecimiento al tercer dia, alcanzando su
méaximo desarrollo al octavo dia (75 %); por otro lado, a los 5 dias se destaca el pico de

crecimiento micelial (30 %) y en los posteriores existe un decrecimiento.
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Gréfico 3-3: Crecimiento micelial y colonizacion de Beauveria spp. sobre garrapatas
Realizado por: Quezada, L.; Quezada, N., 2022.

En una investigacion in vitro realizada por Alvarez, V. et al., (2017, p. 48) demostré que Beauveria
spp. alcanzé niveles de mortalidad que superan el 96 % en concentraciones de 1,6 x107
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conidias/ml, no obstante Aboelhadid et al., (2018, p. 144) observd que Beauveria spp. es efectiva
contra garrapatas en estadio adulto empleandose concentraciones de 1 x 102 conidias/ml,
ocasionando una mortalidad del 100 % de ixodoideos en el séptimo dia después del tratamiento,
analogamente (Tipés, 2020, p. 66) alcanza el mismo porcentaje de mortalidad a los 8,11669 dias
después de la inoculacion con 1,003 x 108 conidias/ml. Pureza et al., (2019, p. 290) menciona que
bajo condiciones de laboratorio e independientemente de la dosis, Beauveria spp. logra inhibir
significativamente la eficiencia reproductiva de las hembras teledginas con una patogenicidad del
89, 02 % y 88, 23 %, respectivamente.

Tavassoli et al., (2012, p. 1781) realiz6 bioensayos en laboratorio con cepas de hongos elegidas en
distintas concentraciones de conidios, selecciond al azar suspensiones de 1 x 10°y 1 x 107 siete
dias después de la muerte, las hifas fungicas empezaron a emerger y a esporular. En este sentido,
la concentracion de esporas es indistinta del tamafio del micelio y colonizacion, y aunque el hongo
crezca en gran nimero, puede no producir conidios (Cacuango, 2021, p. 36). La investigacion de
Fernandez et al., (2018, p. 280) si obtuvo el 100 % de mortalidad en cepas de Beauveria spp. no
obstante, comprob6 que solo el 90 % de las garrapatas adultas infectadas estaban cubiertas de
micelio y permitian la esporulacion.

Las diferencias en la mortalidad de Beauveria spp. utilizando diferentes cepas y dosis pueden
explicarse por las caracteristicas de virulencia y patogenicidad de cada uno de los aislados.
Perinotto et al., (2012, p. 260) demostro que, los HE del mismo género y especie, pero aislados en
diferentes regiones, difieren significativamente en la formacion de estructuras de infeccion, la
adhesién a la cuticula de las garrapatas, la evasion del sistema inmunitario del huésped y la
produccién de toxinas y enzimas contra la misma poblacién de Rhipicephalus spp. en bioensayos

de laboratorio.
3.2.  Dinamica poblacional de garrapatas en ganado bovino
Al analizar la gréfica 4-3 se puede observar que existe un crecimiento poblacional de garrapatas

del 9.37 % en el tratamiento testigo; no obstante, los tratamientos T1 (-20,57 %), T3 (-16,33 %),
y T2 (- 14,68 %) reflejan una disminucion de Rhipicephalus spp.
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Gréfico 4-3: Comportamiento poblacional de garrapatas con Beauveria spp.
Realizado por: Quezada, L.; Quezada, N., 2022.

La poblacién de garrapatas bajo el efecto de la aplicacion constante de Beauveria spp. Como
control biolégico ejerce resultados favorables en la disminucion de la dinamica poblacional de
Rhipicephalus spp. Al respecto existe relacion con lo que sostiene Pensamiento y Durén, (2018,
p. 14) quienes afirman que aplicar el hongo entomopatdgeno una vez por semana permitio
respuestas visibles a partir del dia 14 y con similitud a los 21 dias, ya que el nimero de
ectoparasitos se mantiene por debajo del nivel critico de 20 garrapatas por animal. Este resultado
es similar a los demostrado por Briones et al., (2021, pp. 4 - 5) en la evaluacion del efecto
micoacaricida de Beauveria spp. en garrapatosis bovina.

Los animales bovinos objeto de estudio correspondieron predominantemente a la produccion
lechera. El tratamiento T4 o testigo por el contrario comparado con los demas tratamientos
presento constantes aumento en la carga parasitaria dado que no se controlé durante el tiempo del
experimento y al encontrarse en constante cambio de potreros la infestacién fue ascendiendo. La
informacidn se asemeja con investigaciones de diversos autores quienes evidencian que el ganado
Bos Taurus son mucho mas propensos a tener garrapatas a diferencia de las razas cebuinas (Bos
indicus), en vista de que estos animales son resistentes a los ectoparasitos y enfermedades
tropicales (Campos Duran, 2021, p. 10; Lopez, M. y Bricefio, 2014, p. 4; Polanco y Rios, 2016, p. 92).

En el trabajo realizados por Rodriguez, Roger etal., (2014, p. 298) manifiesta que el ganado europeo
(Bos taurus) no presenta en su genética la capacidad de transmitir la heredabilidad de resistencia
a las garrapatas, lo que concuerda por lo sefialado por Ridermann y Porfirio, (2015, pp. 8 - 9) que
ademas de razas bovinas también intervienen otros factores como: las condiciones de bienestar y
confort, condiciones ambientales, el estado corporal, nutricional, inmunolégico y en si el estado

general del animal para desarrollar el nivel de infestacion parasitaria.
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3.3.  Eficiencia biocontroladora de Beauveria spp. en campo

Referente al porcentaje de bio control se presentaron (p < 0,001) Entre las distintas aplicaciones
de aislados de Beauveria spp., en donde los mejores porcentajes se hallaron en la cuarta aplicacion
(30,81 %), de la misma manera no hubo diferencias entre la primera y la segunda aplicacion
(12,63 %y 9,23 %). El alto porcentaje de biocontrol en el ensayo cuatro es debido a que Beauveria

spp. expresd su maxima capacidad entomopatdgena.
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Gréfico 5-3: Porcentaje de garrapatas biocontroladas en cuatro ensayos
Realizado por: Quezada, L.; Quezada, N., 2022.

Al analizar la variable porcentaje de garrapatas biocontroladas las unidades bovinas, se observé
que los tratamientos mantuvieron diferencias estadisticas (p < 0,0001) El tratamiento uno obtuvo
el mayor valor de biocontrol (29,10 %) seguido del tratamiento tres (23,20 %) y dos (23,14 %),
el tratamiento cuatro o testigo no provocé capacidad acaricia.
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Gréfico 6-3: Efectividad de Beauveria spp. sobre garrapatas
Realizado por: Quezada, L.; Quezada, N., 2022.
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En la gréfica 7 -3 se puede observar que el porcentaje de garrapatas biocontroladas es diferente
en los tres estadios, se encontré mayor mortalidad en el estado larvario (28,36 %), seguido por
las garrapatas inmaduras o ninfas (17,35 %). Al contrario, las garrapatas adultas mostraron mayor
resistencia al efecto acaricida de Beauveria spp. con un promedio letal de 2, 97 %.
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Gréfico 7-3: Letalidad de Beauveria spp. en estadias de garrapatas
Realizado por: Quezada, L.; Quezada, N., 2022.

Las zonas corporales evaluadas; ligamento central de la ubre, tabla del cuello lado izquierdo,
ligamento suspensorio lateral izquierdo, muslo derecho, tabla del cuello lado derecho, ligamento
suspensorio lateral derecho de los bovinos no mostraron diferencias (p < 0,0001), al interpretarlas
porcentualmente, se demostré que el muslo izquierdo fue el sitio corporal con menor biocontrol
de garrapatas (11,14 %) en comparacion con el ligamento central de la ubre en donde existi6
mayor afeccion de Beauveria spp. con 19,36 % de eficacia.
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Gréfico 8-3: Porcentaje de garrapatas biocontroladas en diferentes zonas del cuerpo
Realizado por: Quezada, L.; Quezada, N., 2022.

La investigacion reflejé que la tasa de infeccion en los bovinos varia en funcién de la parte del
cuerpo, algunos autores estudiaron la posicion de las garrapatas en los animales huéspedes y
coincidieron en que éstas prefieren ciertas zonas del cuerpo del animal. Segun estos autores,
Rhipicephalus spp. predomina con rapidez las areas de los bovinos en donde la epidermis del
animal es méas delgada, como el abdomen, supuesto que permite fijar su toma asegurando su
alimentacion en el hospedero (Farougou et al., 2007, p. 66). Los estadios de larva y ninfas de algunas
especies de Rhipicephalus spp. se adhieren principalmente a la cabeza y el cuello (zoffoun et al.,
2011, p. 440).

El control con Beauveria spp. presentd efecto ascendente en la incidencia parasitaria de
Rhipicephalus spp., en repetidas aplicaciones del organismo sobre los animales bovinos, se hallo
similitud con los resultados de Tofifio et al., (2018, pp. 3 - 4), quienes afirmaron que a mayores
aplicaciones favorece el porcentaje de reduccién de infestacion.

La poblacion de garrapatas respecto a la infeccion por Beauveria spp. mostré mayor efecto en
estadios inmaduros, puesto que ain no presentan su desarrollo morfolégico completo, por ende,
son mayormente susceptibles a contraer alguna enfermedad por agentes entomopatogeno.
Polanco y Rios, (2016, p. 86) manifestaron que, los estados de larva y ninfa se alimentan por
periodos de tiempo corto a diferencia de las hembras adultas. Rodriguez, U. et al., (2018, p. 227)
asimismo, reportaron que las adultas tienden a aumentar su peso original al alimentarse por un
tiempo mas largo, permite el crecimiento y desarrollo caracteristico total de su etapa, brindando
capacidad y habilidad para sobrevivir en el ambiente.

El control biolégico al manejarlo de manera constante brinda la oportunidad de contrarrestar

principalmente aquellos estadios de desarrollo incompleto, por ser mas propensos a adquirir
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afeccion, por ello es importante controlar con microrganismos benéficos en relacion con el ciclo
de vida de la garrapata, para evitar que lleguen a su estadio adulto la hembra se deprenda del
huésped y coloque sus huevos en el ambiente. Desde otra perspectiva Cuore et al., (2017, p. 18) no
concordaron y enfatizaron que el desarrollo de alternativas no quimicas de control son medidas
de dificil aplicacion y con resultados poco favorables en campo.
Bendeck, (2012, p. 12) argumento en su evaluacion de Beauveria spp. para el control de garrapatas
en vacas de hato lechero que los estadios poblacionales como larva y ninfa reducen de acuerdo
con la época en que se lleva el experimento, ya gque las condiciones climaticas son determinantes
para el brote critico de la plaga. estos resultados son similares a los encontrados por Jacho, (2015, p.
43) quien manifestd que las diferentes poblaciones de garrapatas se ven interrumpidas con las
constantes aplicaciones de control quimico o biolégico.
La sensibilidad de Rhipicephalus spp. a determinados hongos esta sujetas generalmente; al género
y especie de la garrapata, cepa de hongo, concentracion de esporas, temperatura, humedad y
situacion geogréfica (Greeshma y Narladkar, 2018, p. 1268). La variabilidad genética entre los aislados
de hongos es otra ventaja, ya que ensayos sencillos pueden detectar los aislados mas virulentos,
el nivel de especificidad del huésped y la tolerancia de las condiciones de campo (Kamp y Pinheiro,
2008, p. 88). En el campo, los cuerpos de las garrapatas que mostraron esporulacion pueden actuar
como reservorio o vector de Beauveria spp., y éste puede transmitirse de garrapatas infectadas a
garrapatas susceptibles (Fernandez et al., 2018, p. 280).
El déficit de efectividad de Beauveria spp. en los tratamientos de este trabajo pudo haberse
relacionado con los factores bidticos y abiéticos. Entre ellos, el rendimiento y esporulacion de los
hongos entomopatdgenos se ven influenciados por factores ambientales, en donde el micelio y
los conidios son muy susceptibles a la temperatura y humedad, radiacion solar y a los altos niveles
de luz (Mahdneshin et al., 2019, p. 5).
La cantidad de garrapatas que parasita el ganado bovino estd sujeta a factores climaticos
caracteristicas propias de los animales como también de las acciones derivadas de la actividad
humana (Salazar, 2015, p. 66). En este sentido Tofifio et al., (2018, p. 4) sostiene que los resultados en
campo de bioformulados de Beauveria spp. aplicados en temperaturas promedios de 25 °C obtiene
mejor germinacion; mientras que si el hongo es aplicado a mas de 30 °C desciende totalmente el
porcentaje final de viabilidad del hongo con un promedio del 28 %, por esta razon es estrictamente
necesario proteger a Beauveria spp. de las condiciones ambientales adversas, a que de ello
depende el éxito en el control.
Dias et al., (2011, p. 323) destaco una eficiencia del 100 % en las pruebas de laboratorio con una
inhibicion total de los parametros reproductivos de garrapatas, a pesar de esto, al evaluar de
Beauveria spp en bovinos infectados, los resultados observados en campo fueron inferiores. En
general, la mayoria de los ensayos en campo con hongo entomopatdgeno llevados a cabo en
Sudamérica demostraron baja eficiencia en el control poblacional (Kamp y Pinheiro, 2008, p. 88).

48



CONCLUSIONES

En la presente investigacion el hongo Beauveria spp. en condiciones de laboratorio infecta y
controla de manera efectiva las garrapatas adultas, por lo que logré una mortalidad de 94 % a
partir del quinto dia post aplicacion en concentraciones de 8 x 102 conideas/ml, no obstante,
sobre los bovinos alcanzé mortalidades inferiores.

Los tratamientos con hongos entomopatdgenos para el control de garrapatas en animales bovinos
son una alternativa viable y con uso frecuente en campo; Beauveria spp. presenté capacidad
entomopatdgena con efectos positivos en la dindmica poblacional de Rhipicephalus spp. con
evidente disminucién y comportamiento de control de carga parasitaria.

El tratamiento T1 (aislado EECA) resulté ser el més eficaz de todos los tratamientos de Beauveria
spp. implementados en este estudio, sin embargo, todos mostraron propiedades acaricidas en una
parte del periodo de investigacion; durante el trabajo realizado se observo que los tratamientos
mostraron mayores mortalidades en los estadios inmaduros, principalmente en las larvas y en la

zona anatomica del ligamento central de la ubre del animal.
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RECOMENDACIONES

En base a los resultados del presente trabajo se debe emplear Beauveria spp en condiciones
Optimas de temperatura, por lo general en épocas himedas y horas de la tarde para asegurar la
germinacion y crecimiento del hongo sobre los ectoparasitos.

Continuar con mas investigaciones en laboratorio frente a la concentracion, mecanismo de accion
y pruebas de viabilidad del hongo entomopatégeno usando dosis con mayor concentracion de
conidias/ml de Beauveria spp. que puedan ser utilizadas para mayor control de estadios de
garrapatas en épocas secas donde la carga parasitaria es mas predominante.

Continuar con aplicaciones de Beauveria spp en fase de campo como método amigable con el
medio ambiente, con la finalidad de reducir la resistencia de las garrapatas frente acaricidas
quimicos.

Ejecutar evaluaciones de Beauveria spp en los forrajes para establecer mejores resultados de
control sobre la ovoposicién y larvas de garrapatas.

Ver aplicaciones combinadas de Beauveria spp con otros productos quimicos para determinar

posible cooperacion de accidn contra garrapata.
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ANEXOS
ANEXO A: RECOLECCION DE GARRAPATAS




ANEXO D: PREPARACION DE SUSTRATO
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ANEXO G: CONTEO DE ESPORAS EN CAMARA DE NEUBAUER

ANEXO H: PRUEBA DE GERMINACION

ANEXO I: INOCULACION DE Beauveria spp. EN ARROZ
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ANEXO J: COSECHA Y APLICACION DE Beauveria spp.

.§\ S N T <

ANEXO K: CONTEO DE LA DINAMICA POBLACIONAL EN BOVINOS
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ANEXO M: CULTIVOS PUROS DE Beauveria spp.




