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RESUMEN

Con el objetivo de evaluar la eficiencia de la cepa 114 de Beauveria bassiana en
la regulacion de las poblaciéon de garrapatas (Bophilus microplus) del ganado
bovino se realizé6 la presente investigacion en la cual se determind de la
susceptibilidad de cada uno de los estadios de desarrollo de las garrapatas al
hongo entomopatdégenos. De igual manera se evalud la calidad de produccién de
la cepa 114 reactivada en garrapata el trabajo se realiz6 en 2 etapas; la etapa 1
consistid en trabajo de laboratorio donde se utilizaron 150 ninfas y adultos de
garrapata, extraidas directamente del ganado éstas se desinfectaron con agua y
posteriormente se inocularon con la cepa 114 del hongo aislada de picudo de
platano (Cosmopolites sordidus) esto con el propésito de realizar prueba de
patogenicidad haciendo uso de la técnica de inmersién realizando 3 bioensayos
con 75 garrapatas evaluando cada tres dias midiendo la mortalidad en términos de
porcentajes. La mortalidad del primer bioensayo se presento a los 9 dias con un
74%, en el segundo bioensayo se presento mortalidad a los 7 dias 94%, en el
tercer bioensayo a los 7 dias 94.6 % demostrando de esta manera que el hongo
es patogénico para garrapatas. Posteriormente se realiz6 una prueba de
viabilidad que consistio en colocar en un plato petri con PDA cinco gotas de la
suspension del hongo luego estos platos se colocaron en un incubador a una
temperatura de 25-27 grados centigrados realizando lectura a las 24 horas esto
para determinar la cantidad de conidias que son capaces de germinar obteniendo
un promedio de 95% de germinacion, lo cual es aceptable bajo condiciones de
laboratorio. Se midié la esporulacion de las garrapatas en camara humeda para
determinar la presencia de Beauveria bassiana donde se determiné de manera
efectiva la presencia del hongo. En relacion a la etapa de campo, se realizo en la
hacienda La Esperanza ubicada a 24 km. de la ciudad de Leodn, donde se
aplicaron 400 gramos de preparado por 20 litros de agua a una poblacion de 30
bovinos infestados con garrapatas en un rango alto, medio y leve, Se realizaron
tres aplicaciones, en la época de lluvia que es donde se presenta las mayores
incidencias del parasito, pudiendo observar que la mayor mortalidad se logré 8
dias después de aplicado el producto. En el ultimo recuento de la poblacion de
garrapatas el indice poblacional era igual al que obtuvimos en el primer recuento,
esto debido a que el ganado circula por las mismas praderas y logra una
reinfestacion.
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[. INTRODUCCION

El desarrollo de la ganaderia en Nicaragua durante ultimos 10 afios se ha visto
afectado por un incremento de enfermedades producida por parasitos externos,
los cuales de acuerdo a diversos autores afio con afio adquieren cierta
inmunidad a los productos quimicos tradicionales utilizados en el control de
parasitos externos ocasionando perdidas al productor y poniendo alto riesgo a
los consumidores.

En relacion con lo antes expuesto, las garrapatas son sin duda el ectoparasito que
ataca a diversas especies animales, parasitan no solo a animales de sangre
caliente desde el gorrion hasta el elefante sino también de sangre fria, tales como
serpiente y ranas.

Son mas sanguinarias, es decir, la sangre es su unico e indispensable alimento.
Una garrapata puede chupar tanta sangre como para alcanzar 200 veces su peso
inicial y crecer 2-3 mm hasta 20 mm. También son muy resistentes, pues de no
encontrar animal huésped, algunas especies de esta familia pueden sobrevivir
hasta dos afios sin alimentarse de sangre.

Una alternativa para el control de este ectoparasito es el uso de hongos
entomopatdégenos de los que se conocen alrededor de 700 especies. a nivel
mundial los géneros mas estudiados son Beauveria sp, Metarhizium sp,
Verticillium sp, Paecylomyces sp, Hirsutilla sp y Nomuraea sp. (Alves, 1986,
Rosas, 2000)

La ganaderia cubre el 50% de rubros de exportacion, produccion y alimentacion
enfatizandose mas en las zonas del norte, occidente, y centro.

La venta de animales se realiza en animales en pie y en canal en los mercados
internacionales y locales.

Las garrapatas se han conocido y reconocido desde tiempos biblicos no fue sino
hasta la mitad del siglo 19 cuando la poblacibn mundial de ganado vacuno
aumento rapidamente para alimentar a la poblacion humana y en los grandes
centros industriales que las enfermedades trasmitidas por estas y sus serios
efectos debilitantes en el ganado llegaron hacer un problema.

El uso de garrapaticidas arsenicales fue el primer paso importante en el control de
garrapatas. Otros fueron el uso exitoso del arsénico en la erradicacion del
Boophilus annulatus de la mayor parte de los Estados Unidos en 1940, la
determinacion de la resistencia del arsénico a finales de los afios 1930 y la exitosa
introduccién de la sustancias quimicas sintéticas (cloruros organicos y derivados
organo fosforico) para el control de la garrapata una década mas tarde.



En Nicaragua no existen referencias de la utilizacion de hongos entomopatégenos
para el control de garrapatas en ganado bovino.

Se encuentra referencia de estudios no preliminares en Brasil, México, Estados
Unidos y Cuba en los cuales estos estudios no se han terminados por lo que no
hay resultados.

La realizacion de este trabajo, surge como una opcién para facilitar a los
ganaderos nuevas alternativas en la regulacion de las poblaciones de garrapatas y
con una vision de aceptabilidad en el exigente mercado mundial, al utilizar
productos no quimicos, dandole asi a los productores mayores oportunidades de
comercializacién de los productos y sub- productos derivados de la ganaderia. Se
sabe que los hongos entomopatdégenos poseen extrema importancia en el control
de ectoparasitos, virtualmente todos los ectoparasitos son susceptibles a las
enfermedades fungosas.

Por otro lado ya existen estudios que demuestran la resistencia de la garrapatas a
diferentes ixodicidas quimicos venenosos, de tal manera que se pone en riesgo no
solo la salud de los animales si no también la del personal encargado de
manipular estos productos.



II. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la eficacia de la cepa 114 (Beauveria bassiana) para el manejo de
garrapatas (Boophilus microplus) en el ganado bovino.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la susceptibilidad de (Boophilus microplus) al hongo
entomopatdgeno (Beauveria bassiana).

Determinar el porcentaje Mortalidad de garrapata (Boophilus microplus) al
ser infestada con la cepa 114 de B. bassiana.

Evaluar la efectividad de la cepa 114 de Beauveria bassiana, sobre los
parasitos de Boophilus microplus en el campo.



[ll. MARCO TEORICO

Descripcion del ciclo de vida de la garrapata (Boophilus microplus), huevo, larva
ninfa, adulto. Segun Serrano y Zambrana, 1989 Divisidbn Agropecuaria.



3.1. Ciclo de vida de la garrapata

Segun la literatura de Serrano y Zambrana (1989), hay tres fases moviles en el
ciclo de vida de todas las garrapatas Ixodidae comunes del ganado vacuno: la
minuscula larva de seis patas (2), la ninfa de ocho patas (6), y el adulto de ocho
patas (10) (macho o hembra). Entre estas tres fases moviles hay dos fases
mutantes (5) y (9) caracterizada por el desprendimiento de la piel exterior o
cuticula y la reorganizacion del interior del cuerpo. El ciclo de vida se completa con
la produccion de huevos (1), puesto por la hembra después de haberse apareado
y finalmente repleta de sangre(12), y de las cuales salen las larvas de la siguiente
generacion, en cada una de las fases moviles, la garrapata tiene que parasitar a
un animal huésped, tal como la vaca y alimentarse de su sangre y fluidos
organicos, esto lo consigue la garrapata perforando con sus partes bucales la piel
del huésped y succionando su sangre, esta entonces puede mudar y pasar a la
siguiente fase de su ciclo bioldgico. La larva (2) succiona sangre (3), se repleta (4)
y muda o cambia (5), convirtiéndose en ninfa (6). Esta a su vez chupa sangre (7) y
se repleta (8) antes de mudar (9), al adulto macho o hembra (10) (solamente en
esta fase hay diferenciacion sexual). Los adultos se aparean, generalmente sobre
el huésped y la garrapata hembra (10), toma finalmente una abundante comida de
sangre (11) y se repleta (12), antes de caer del huésped y encontrar en el suelo un
lugar humedo y protegido donde poner sus huevos.

3.1.1. Los huevos (Serrano y Zambrana S.A. divisidn agropecuaria, 1989)

Segun Serrano y Zambrana (1989), las hembras repletas de las especies
importantes del ganado vacuno ponen de 2000 a 20000 huevos los huevos no
eclosionan si estan dispuestos a una constante humedad o temperaturas bajas,
las temperaturas altas favorecen una eclosion rapida siempre que la humedad
sea adecuada para prevenir el desecamiento de los huevos.

3.1.2. Larvas y las ninfas

Las larvas de 6 patas, encuentran un huésped subiéndose a las partes altas de la
vegetacion y adhiriéndose a cualquier animal que pase. Puede ser un huésped de
eleccion o cualquier otro animal, pero como el ganado confinado es criatura de
habitos fijos, con frecuencia pasara por donde cayo la generacién anterior de
garrapatas y de este modo proveera un huésped apropiado para la generacion
siguiente.

Las larvas pequefias causan infestaciones moderadas, por su tamafo diminuto se
dificulta la visibilidad sobre el huésped, por lo que se recomienda hacer revisiones
periddicas de los animales, ya que estas nos determinaran las poblaciones de
garrapatas adultas.



3.1.3. Los adultos

Los adultos se diferencian sexualmente, y generalmente se aparean sobre el
huésped. Aunque en varias especies se ha observado un ciclo partenogenético
(en el cual la hembra se alimenta y pone huevos sin necesidad de fertilizacion),
esto, es sin embargo, un caso excepcional. A continuacién de la fecundacion, y
generalmente condicionado ha que esta haya tenido lugar, la hembra toma una
ultima abundante comida de sangre y cae al suelo a buscar un nicho donde poner
sus huevos. Los machos mueren un tiempo después de el apareamiento.

3.2. Ciclo de vida de la garrapata del ganado vacuno de un solo huésped,
(Boophilus. sp) (Manual practico del hacendado, 2002)

1. La larva emerge de los huevos puestos en la tierra. De siete a diez dias
después entran a la vegetacion en busca de un huésped.

2. Las larvas se fijan al huésped y engordan a expensas de la sangre. Luego
entran en estado de muda. Dos dias mas tarde las ninfas emergen de la
muda y también se alimentan a base de sangre por espacios de cinco a
seis dias.

3. Las ninfas repletas entran en estado de muda, el cual dura dos dias y
emergen adultos, machos y hembras. La fertilizacion se lleva a cabo y
luego la hembra realiza una abundante ingestién de sangre.

4. La hembra repleta cae al suelo, veinte o0 mas dias después de haberse
fijlado como larva. Busca un lugar adecuado para poner sus huevos. Cada
hembra pone aproximadamente 2000 huevos en un lugar hiumedo del
suelo.

3.3. Las garrapatas mas comunes

Serrano (1989), nos menciona la lista de garrapatas de mayor importancia
ganadera, ya que solamente unas cuantas especies presentan un problema
econémico internacional. Hay un mayor nimero de especies de importancia
econdmica local como la Ambliyoma americanun, la garrapata llamada
vulgarmente "~ estrella solitaria, de los estados meridionales de los Estados Unidos.
A continuacion haremos mencion de las garrapatas que se encuentran en Ameérica
Central y las mas dafiinas en el orden (B. microplus).

Segun Serrano y Zambrana (1989), nos dicen segun su orden e importancia

Nombre cientifico: Boophilus microplus
Nombre comun: Garrapata de ganado vacuno



Distribucion: Asia, Australia, México, América Central y del Sur, Indias
Occidentales.

Nombre cientifico: Boophilus decoloratus
Nombre comun: Garrapata azul
Distribucién: Sur del Sahara en Africa.

Nombre cientifico: Boophilus annulatus
Nombre comun: Garrapata de la fiebre de Texas.
Distribucion: América Central y América del Norte.

Nombre cientifico: Ablyomma cayennense
Nombre comun: Mostacilla.
Distribucion: Texas, México, América Central.

Nombre cientifico: Otobius megnini
Nombre comun: Garrapata espinosa de la oreja.
Distribucion: América Central, América del Norte y América del Sur.

3.4. Transmision de enfermedades y paralisis por la garrapata

La Organizacion de las Naciones Unidas (2003), en sus estudios nos dice que las
garrapatas son causantes de propagacion y mantenimiento por todo el mundo de
gran numero de enfermedades humanas y animales. Muchas de estas
enfermedades no han sido estudiadas o lo han sido solamente en parte, y con
frecuencia, no estan bien establecidas las relaciones entre las garrapatas y la
enfermedad.

Hay, sin embargo, varias enfermedades clasicas del ganado vacuno trasmitidas
por las garrapatas, que tienen una importancia local o general. Lo que hace que la
infestacion de la garrapata constituya un problema para el ganadero, es tanto la
pérdida del ganado vacuno domeéstico causadas por estas enfermedades como
por la misma accion directa de la garrapata.

Cuando el vacuno adquieren una enfermedad trasmitida por las garrapatas las
perdidas se pueden ver reflejadas, tanto en mortalidad de los mismos lo que
ocasiona la disminucién del hato ganadero, o bien perdidas en el rendimiento de
produccion de leche, o ganancia de peso diario.

La paralisis producida por la garrapata, o toxicosis, se diferencia claramente de la
fiebre de la garrapata, en que en la primera, el factor causante es sustancias
toxicas y no un organismo patégeno.

Diferentes tipos de mamiferos pueden ser paralizados por una sola especie de
garrapatas y varias especies de garrapatas pueden causar paralisis a un solo
huésped.



La paralisis que no es una condicibn comudn en el ganado vacuno, se produce por
la introduccién de toxinas en el cuerpo del huésped con las secreciones salivares
que la garrapata introduce al alimentarse.

La severidad de la paralisis depende de la susceptibilidad del huésped (el hombre
es altamente susceptible; el ganado vacuno no tanto), y de la cantidad de toxinas
que se haya introducido. En el ganado vacuno la paralisis es con frecuencia
proporcional al tamafio de la infeccién de la garrapata mientras que en hombre
una garrapata puede producir todo el dafo.

3.4.1- Enfermedades conocidas en América Central

Zambrana (1989), También menciona que las enfermedades mas conocidas y
agente causal.

Enfermedad: Babesiosis, Piroplasmosis, Hemoglobinuria bacilar, Fiebre de
Texas, Ranilla Roja.

Garrapatas portadoras: Boophilus spp. Rhipicephalus bursa, R. evertsi, R.
appendiculatus, Ixodes ricinus

Organismos causantes: Babesia bigemina, B. argentina, B. divergens

Periodo de inoculacion: 7-20 dias

Sintomas: Hipertermia, inapetencia, hemonoglobinuria, anemia, ictericia,
enflaquecimiento, muerte.

Distribucion: México, América Central, América del Sur.

Enfermedad: Anaplasmosis, Fiebre, Biliosas del ganado vacuno, Ranilla Blanca
Garrapatas portadoras: Boophilus spp, Dermacentor spp, Rhipicephalus bursa,
R.simus, R. sanguineus.

Organismos causantes: Anaplasma marginale

Periodo de incubacion: 15 - 40 dias

Sintomas: Hipertermia, inapetencia, anemia, constipacion (con heces duras y
brillantes), ictericia, desmejoramiento, muerte.

3.4.2. Identificacién de las garrapatas

Esta misma organizacion nos dice como identificarlas, es dificil dar descripciones
verbales claras que sirvan de guia para la identificacién de las diferentes especies
de las garrapatas. Las larvas y ninfas pasan con frecuencia desapercibidas para
personas que no estdn acostumbradas a identificarlas, Ya que para esto se
requiere del conocimiento de un taxonomista experto en la materia.

La identificacion de las especies resulta mas dificil y se necesita cierta
experiencia, pero para los propdsitos de el ganadero le basta el reconocimiento
genero. Para apreciar el riesgo potencial de la enfermedad y tomar las medidas
necesarias para controlar la infeccién.( Manual para el personal auxiliar de sanidad
animal, FAO.(2003) )



3.4.3. Por que se deben destruir las garrapatas

De todos los parasitos externos, las garrapatas causan en el mundo las pérdidas
econdémicas mas grandes en la produccién ganadera, las pérdidas por enfermedad
y toxicosis constituyen solamente una parte del dafio causado por las garrapatas
en la explotacion ganadera.

La otra parte, auque no se aprecie tan claramente es probablemente mayor. Se
trata del prejuicio fisico causado al animal por la presencia de las infestaciones de
garrapatas causando las bajas de la produccion.

Este perjuicio fisico, es producido por varios factores tales como la pérdida de
sangre que es de 1 a 3 cc. por cada garrapata que cumpla su ciclo de vida en un
animal.

La irritacion causada provoca el lamerse y rascarse del animal, lo que obstaculiza
el proceso de alimentacion, el dafio en la piel y la predisposicién del animal a las
infecciones fungosas y bacterianas, y otros parasitismo, tales como los ataques de
la mosca gusanera, provocada por las heridas producidas en la piel del animal por
las picaduras de las garrapatas.

En infestaciones masivas, la multiplicacion de estos factores causa un colapso
total del estado fisico del animal. (Publicacion de Cooper, 1998)

3.4.4. El uso de productos quimicos para el control de las garrapatas
(Publicaciéon de Cooper (1998)

Un ixodicida eficaz tiene que ser no solamente capaz de matar las garrapatas, Si
no que tiene que ser seguro al ser uso por las personas, para el tratamiento del
ganado tiene que ser estable y retener sus propiedades ixodicidas durante mucho
tiempo después de haber sido mezclado con el agua. También que tiene que
pertenecer activo cuando el liquido de los bafiaderos se encuentren sucio a causa
de su contenido de barro, estiércol, orina, pelos y estar contaminado por bacterias.

Los ixodicidas mas frecuentemente usados, se venden como concentrados
liquidos, los cuales se diluyen con agua para formar una emulsion antes de ser
usados para bafar o para rociar, después de la dilucion la mezcla se conoce con
el nombre de liquido para rociar o liquido para bafar.

Se deben seguir siempre cuidadosamente las instrucciones que se dan en las
etiquetas para la dilucién, de modo que el liquido final para bafiar o para rociar,
contenga la concentracidn correcta de ixodicida para que de buenos resultados. Si



el concentrado se diluye con demasiada agua, el liquido resultante no contendra
suficiente sustancia quimica para matar eficazmente las garrapatas, y si no se
agrega suficiente agua puede haber riesgo de toxicidad para los animales que
bafien o rocian. (Cooper, 1998)

3.4.5. Seleccion de garrapaticida

Muchos productos quimicos se usan como ixodicida y varios concentrados que se
venden con diferentes nombres comerciales pueden contener las mismas
sustancias quimicas como ingrediente activo. La concentracién de la sustancia
quimica contenida en el concentrado puede variar de acuerdo con los diferentes
productos. El concentrado vendido por una compafiia puede contener, por
ejemplo, un 20% de ingrediente activo, mientras con el vendido por otras
compaiiias pueden contener un 30%. El primero sera posiblemente méas barato al
venderse como concentrado, pero el segundo tendria una proporciéon mas alta de
diluciéon para dar la misma concentracion de ingrediente activo en el liquido para
bafar. Por lo tanto, al comparar el costo de los fluidos para bafios, no debe
hacerse la comparacion entre los costos de los concentrados sino entre el costo
de 500 litros de liquido diluido. .(Servicios Nacional de Sanidad Agraria —
SENASA,2003)

Los concentrados de garrapaticidas, ademas de contener un ingrediente activo o
ixodicida contienen disolventes y emulcificantes o agentes humectantes que
influencia materialmente la eficacia del producto, estos se conocen con el
nombre agentes formulantes. Las propiedades humectante de los bafios la
estabilidad de la emulsién, la taza de agotamiento y las propiedades
exterminadoras del ixodicida son afectadas, todas ellas, por los agentes
formulantes y estos deben encontrarse en la proporcidn correcta si se quieren
obtener los efectos maximos con el tratamientos. Los preparados para la
agricultura o para rociar cosecha no tienen proporcion correcta de agentes
formulantes para usarlos como bafios de inmersidbn y no deben usarse, en
absoluto, en una manga rociadota o0 en un bafio de inmersion, ya que
probablemente resultarian toxicos o ineficaces o ambas cosas a la vez.(Servicios
Nacional de Sanidad Agraria — SENASA,2003)

3.4.6. Resistencia a los ixodicidas

Serrano y Zambrana 1989 también nos dice que la resistencia es un problema
constante en el control quimico de insectos, garrapatas y acaros.

En toda poblacion pueden existir individuos o puedan aparecer
espontdneamente, que pueden enfrentarse mejor a los venenos quimicos, de
modo que sobrevivan al tratamiento y pasan luego a sus descendientes su
habilidad para sobrevivir.
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Aunque la habilidad de estos individuos para sobrevivir se deriva generalmente de
la alteracion de un proceso bioquimico, la existencia y herencia de estos procesos
son controladas genéticamente, y el hecho de que algunas veces se presenten
espontaneamente puede ser debido a una mutacién o cambio de genes.

Esta habilidad especial de supervivencia se difunde entre las garrapatas por que el
insecticida o ixodicida extermina las susceptibles y la habilidad de supervivencia
es heredada por la descendencia de las sobrevivientes.

Cuando una gran proporcion de las garrapatas sobreviven a una aplicacion del
ixodicida, se dice que estas garrapatas son resistentes.

Cuando esto sucede en una granja, el unico curso de accion posible de emplear
otro ixodicida, el cual se encargara de destruir las garrapatas existentes, ya que el
aumento de concentracion de garrapaticida que se usa raramente resulta eficaz y
puede producir toxicidad en animales asi tratados.( Serrano y Zambrana, 1989 )

3.4.7. Resistencia de las garrapatas en todo el mundo

Serrano y Zambrana 1989, nos dicen que existen especies de garrapatas que
son resistentes a los productos quimicos utilizados para las garrapatas. Boophilus
microplus estd resultando ser la especies de garrapatas mas resistentes
siguiéndole, Boophilus decoloratus, y no hay duda de que con los tratamientos
modernos intensivos otras especies seguiran adquiriendo resistencia.

Una ves que haya obtenido resistencia, no hay nada que se pueda hacer
practicamente, para volver las garrapatas a su estado original de susceptibilidad
pero hay mucho que se puede hacer para demorar el desarrollo de la resistencia.

Un tratamiento cuidadoso y minucioso mantiene el nimero de las garrapatas a un
nivel bajo y una atencion al correcto intervalo entre los diferentes bafios asegura
gue hasta donde sea posible, se ataque en etapas susceptible de la garrapatas.

Estos dos procedimientos reducen la probabilidad de resistencia, pero no pueden
garantizarse de prevenirla, ya que las garrapatas desarrollan unos niveles de
resistencia muy altos, que ninguna precaucion posible podria prevenir.

Sin embargo, se puede usar un compuesto con resultados satisfactorios durante

muchos afios, se utiliza con cuidado, antes de ser sobrepasado por las resistencia
de las garrapatas. (Serrano, Zambrana, 1989 )
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3.5. Control microbial

Es la utilizaciébn de microorganismos Entomopatdgenos o sus productos que sirven
para disminuir las densidades poblacionales de insectos plagas dentro de estos
microorganismos se incluyen bacterias, hongos, virus, nematodos, rikettsia
(Alves,1986)

3.5.1- El hongo Beauveria bassiana

El genero mas estudiado para el control de plagas es el género: Beauveria
bassiana, fue uno de los primeros hongos entomopatdgenos en ser descrito,
desde 1836 se lo conoce como el agente causal de la "muscardina blanca en el
gusano de seda Bombix mori, desde entonces es considerado como candidato
importante en el control microbioldgico de insectos. Bassi de Lodi en el afio :
quien descubrié el hongo, mostré la naturaleza patogénica y contagiosa del hongo
infectando el gusano de la ceda y también desarroll6 medidas para controlar la
enfermedad, en su honor, Balsano describe y nombra al hongo Botyitis bassiana,
por su parte Vuillemin (1912) creo el genero Beauveria y selecciono bassiana,
como especie tipo. (Rosas, 2000)

Las especies del género Beauveria son principalmente parasitos de insectos, es
conocido por su amplio rango de hospedero y distribucion geografica, su
patogenicidad se ha probado contra mas especies de insectos que cualquier otro
hongo (Gallegos et . al 2003)

3.5.2. Morfologia

Beauveria bassiana, se encuentra atacando a mas de 200 especies insectiles de
diferentes ordenes. Tiene conidios globosos o subglobosos, conidiéforos formando
densos cachos, posee una caja de micelio blanco algodonoso que envuelve al
insecto, con granulaciones pequefias del mismo color. Puede ser capaz de iniciar
epizootias a densidades altas y bajas del hospedero (Alves, 1986).

3.5.3. Taxonomia:

Reino: Mycetae

Division: Amastigomicotina
Subdivisién: Deuteromycotina
Clase: Deutermycetes
Subclase: Hypomycetes
Orden: Moniliales

Familia: Monileaceae

Género: Beauveria

Especie: bassiana

(Gallegos et al 2003)
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3.5.4. Patogenicidad y virulencia

La patogenicidad, es la capacidad de un organismo en provocar una enfermedad.
Es un atributo cualitativo, es decir, un microorganismo puede 0 no ser patogénico.
Otro término muy utilizado es virulencia, y esto se refiere a la intensidad o grado
de la enfermedad, este parametro es relativo y tiene que ser comparado con otras
cepa sobre el mismo hospedero. La virulencia, es expresada como porcentaje de
mortalidad en dosis letal cincuenta DL50 o concentracion letal cincuenta CL50.
(Lecuona en 1995).

Generalmente, la expresion de mortalidad se evalia en el porcentaje de
esporulaciéon de los individuos expuestos al indculo. En los bioensayos con
Cosmopolitaes sordidus, el desarrollo de la infeccion se observa aproximadamente
35 dias después de la inoculacion y los porcentajes de esporulaciéon varian entre
17- 80% (Jiménez en el 1994)

3.5.5. Modo de accidon de Beauveria bassiana

En cuanto al mecanismo especifico de accion, los hongos entomopatdgeno actian
principalmente por contacto, el hongo es capaz de penetrar dentro del insecto e
invadirlo, provocandole la muerte por micosis. Ademas la mayoria de estos
hongos producen sustancias liticas y toxinas, que ayudan a la penetracién y a
inhibir los mecanismo de defensa de los insectos, aunque cuando muchas de
estas toxinas se producen dentro del insecto. Se ha demostrado de que muchas
especies de hongos pueden producir durante su reproduccidon metabolitos
bioactivos con efectos insecticidas, lo que potencia su accion.

Segun Alves (1986), la etapa en el desarrollo de una micosis puede simplificarse
en las siguientes etapas:

Germinacion del conidio.

Formacion del apresorio.

Penetracion.

Colonizacion.

Reproduccién del patégeno

ogrwbR

3.5.5.1. Germinacioén

Una excelente germinacion ocurre en 12 horas, con temperatura de 23-30°C y una
humedad relativa de un 80%; requiriendo de fuentes de nitrégeno, carbono, y
energia para la formacion de tubo germinativo. La habilidad del hongo para utilizar
estos elementos esta en funcidén de su agresividad, virulencia, cantidad de esporas
(requeridas para matarlos), tiempo de germinacién y penetracion, después de la
adhesion de la cuticula del hospedero. (Clark,1986 Smith y Grula, Leger, 1981
Citado por Rosas, 2000).
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3.5.5.2. Formacion de apresorios

En el extremo del tubo germinativo ocurre una dilatacion de hifas formando una
estructura denominada apresorio, esta estructura puede ocurrir en Beauveria sp,
Nombra sa Yy erinia sp este tubo germinativo penetra por abertura naturales del
insecto (tranqueas, poros y regiones intersegmentales).

3.5.5.3. Penetracion.

El crecimiento superficial de los hongos entomopatdégenos, previos a la
penetracion de la cuticula es variable, generalmente ocurre en 24 horas, la
naturaleza del estimulo o estimulos que causan la orientaciéon del tubo germinativo
de las esporas a través de la cuticula, indican alguna forma de reconocimiento
guimico como prerrequisito para la penetracion.

La penetracion, esta dividida en dos procesos principales; 1) Fisico: es cuando la
hifas rompen areas membranosas o esclerosadas y 2) Quimico: es cuando el
hongo produce enzimas como las proteasas, lipasas y quitinasas que facilitan la
penetracidbn mecanica.

Alrededor del area de penetracion, aparecen sintomas de histolisis
(descomposicién por los tejidos por la accion de enzimas). El aparato bucal, ano y
regiones intersegmentales, son probablemente las areas mas comunes de
penetracion.

3.5.5.4. Colonizacién

A partir de la penetracion inicia un proceso de colonizacion del hospedero, de ese
momento son formadas pequefias colonias de cuerpos hifales que se van
engrosando y ramificando, la colonizacion inicia en el hemocele del insecto y luego
pasa al resto del cuerpo como: los cuerpos grasos, sistema digestivo, tubos de
malpighi, sistema nervioso, masculos y trdqueas. El tiempo de colonizacion podria
variar entre 76-120 horas dependiendo del patégeno, del insecto y las condiciones
ambientales.

3.5.5.5. Reproduccién del patégeno
Después de 4 a 5 dias de muerto el insecto, comienza a emerger de hifas por los
espiraculos y regiones inter segméntales y después de 24 a 48 horas la

emergencia de las hifas, se inicia la formacion de conidias, esto se logra
dependiendo del patdgeno, temperatura, humedad y radiacion ultra violeta.
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3.5.6. Sintomas

Los sintomas iniciales de las enfermedades, pueden aparecer como manchas
oscuras en las piernas, regiones inter segméntales y distribuidas por todo el
tegumento. El insecto deja de alimentarse tornandose flaco y desoriento.

Posteriormente el tegumento, se torna rozado dependiendo del hongo (B.
bassiana o M. anisopliae), para después tomar una coloracién blanquizca debido
al crecimiento del micelio. Esto cubre toda la superficie del cuerpo, iniciando por
los espirdculos y areas intersegmentales. El crecimiento miceliar se d& por
condiciones de temperatura y humedad favorable. La esporulacion vy
conidiogénesis del hongo que pueden ser reconocidas por la formacién
polvorienta, que recubre todo el cuerpo de cadaver. El cadaver presenta en esta
fase, coloracién variable con forme la especie del hongo que causa la enfermedad.
(Alves,1986).

3.5.7. Reproduccién del hongo Beauveria bassiana

Para iniciar la produccion del hongo entomopatégeno se utilizan medios de cultivo,
los cuales son preparaciones sdlidas, semiliquidas o liquidas que suplen de las
necesidades nutricionales para el desarrollo del hongo. Las exigencias
nutricionales dependen del tipo de hongo en estudio, pero en general se deben
considerar los siguientes elementos. 1) El agua, que participa en todos los
intercambios i6nicos que ocurren dentro y fuera del organismo, 2) Las fuentes de
carbono, que se utilizan como fuente de energia, los mas comunes son:
carbohidratos, grasas y proteinas. 3) Fuentes de nitrégeno, que se obtiene a
través de las sales de nitrogeno , peptona, potasio, amonio, sulfato de amonio o
cloruro de amonio. Existen otros elementos no menos importantes para el
desarrollo del hongo, estos son los micro nutrientes como zinc, magnesio, cobalto,
y cobre y macro nutrientes como fosforo, potasio, azufre, sodio, cloro y hierro. Las
funciones de los macro y micro nutrientes no estan aclaradas completamente.

Los medios de cultivo se clasifican de acuerdo a 1) Su uso, en medios
comunes, son aquellos gque poseen nutrientes generales que sirven para el
crecimiento de un amplia gama de hongos y medios especiales, son aquellos
cuyos componente son especificos, para el crecimiento de ciertos hongos y son
llamados también medios selectivos. 2) Su origen, en medios naturales, son
aguellos medios realizados con sustancias naturales como leche, carne, sangre,
arroz, trigo, Papa y medios artificiales, son aquellos preparados de forma
guimica en presentaciones generalmente en polvo. 3) Su consistencia, se dividen
en medios soélidos, medio que se adiciona agente aglutinante como gelatina y/o
agar y medios liquidos, tiene la misma proporcion de sélido, excepto los agente
aglutinantes.

Los medios mas utilizados en patologia de insectos son: SDA ( Sabouraud-

dextrosa-agar), SDAY ( Sabouraud —dextrosa-agar —extracto de levadura), MAY
(Sabouraud- maltosa- agar —levadura), MEA ( Extracto de malta —agar),
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PDA ( Papa-dextrosa-agar), APA (Agar —Papa- azucar), AA ( agar-agua), AAA

( agar- agua- acidificado), NA ( agar —nutritivo). El medio mas utilizado para la
produccion de hongo entomopatégeno es PDA, el cual puede ser elaborado en
laboratorio o ya viene preparado. El PDA preparado en laboratorio lleva 300
gramos de Papa, las cuales son hervidas hasta obtener una infusion que se le
agrega 20 gramos de dextrosa y 20 gramos de agar y luego sometidos a
esterilizacion a 121 °C por 20 minutos. Cuando ya viene preparado se agrega 38
gramos de agua y luego se esteriliza. (Alves,1986)

Una ves que se ha seleccionado el medio de cultivo adecuado, se pasa a la
inoculacion del hongo en el medio de cultivo, para que las estructura reproductiva
inicien se crecimiento.

Las fuentes de inoculo mas comunes son las naturales como el suelo, material
vegetal, insectos momificados, y fuentes artificiales como cultivos puros, matrices,
material preservado y bolsas.

Para iniciar la produccibn masiva de hongo y sus estructuras reproductivas
(conidias y esporas), se utilizan sustrato como maiz, arroz, trigo, soya, frijol,
cebada, sin embargo los que han dado mejores resultados son los de arroz y trigo.
Existen tres métodos para la produccion masiva del hongo, la produccién
industrial, y la artesanal. De los tres procesos de produccion el semi industrial ha
sido el método més utilizado, este consiste en varias étapas que a continuacion
describimos brevemente.

1) Aislamiento del hongo
Consiste en la obtencién del hongo a partir de la fuente de inoculo

2) Elaboracioén de cultivos puros (6 dias)
Consiste en la limpieza de platos inoculados y el rehilamiento a partir del
inoculo original.

3) Preparaciéon de matrices y bolsas

En la matriz se utiliza 100 gramos de arroz pre cocido entero como sustrato, el
cual es colocado en erlenmeyer de vidrio se sella y se esteriliza a 121 °C por 20
minutos.

4) inoculacion e incubacion de matrices (6 dias)

El objetivo de producir matrices es tener suficiente material para inocular las
bolsas. Las matrices, se inoculan tomando un plato de cultivo puro, el cual es
raspado y se le agrega 60 ml de agua destilada, esto es suficiente para inocular 4
matrices. Las matrices, son incubadas en cuartos oscuros a temperatura entre los
24 a 28 °C por 8 dias.
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5) Inoculacion e incubacién de bolsas (4 a 6 dias)

Las bolsas, son inoculadas a partir de las matrices a la cuales se les agrega 750
ml de agua destilada con extravén al 0.1% Cada bolsa es inoculada con 20 cc de
la suspension fungosa, con una matriz se inoculan aproximadamente 37 bolsas,
las cuales son incubadas por un periodo de 4 a 6 dias.

6) Proceso de secado (15 dias)

El objetivo de esta fase, es la eliminacion de la humedad del hongo. El arroz
contenido en las bolsas, es depositado en bandejas plasticas grandes con
orificios en el fondo y colocadas a temperaturas ambiente para secar. El hongo
esta listo cuando tiene de 4 a 6 % de humedad ( Barrientos, 2002)

7) Cosecha del Hongo (1 dia)

La cosecha consiste en separar el sustrato (arroz), de las estructuras del hongo y
recolectarlas en forma de polvo de conidias. Generalmente existen equipos
mecanicos para la cosecha pero en Nicaragua se realiza utilizando Cribas de
diferentes numeracion para separar por frotacion, las particulas del hongo del
sustrato. Una ves cosechado debe mantenerse en refrigeracion ya que la luz,
humedad, y altas temperatura afectan la actividad de conidias.

Después de cosechado hay que evaluar el rendimiento, el cual se refiere a la
cantidad de gramos de polvo de conidias cosechado, al numero de conidias por
gramo de polvo y la viabilidad de las conidias.

8) Formulacién (1 dia)

La formulacion del hongo, es el proceso mediante el cual el ingrediente activo
(conidias), se mezcla con materiales inertes, los mas utilizados son: Vehiculos,
solventes, protestantes, emulcificantes y aditivos.(Barrientos 2002).

Esto se hace para homogenizar las particulas del hongo para poder manipularlas y
aplicarlas adecuadamente. Hasta el momento se han desarrollado 2 tipos de
formulaciones: en polvo mojable y liquidos emulsificable. Los materiales utilizados
en la formulacion deben presentar algunas caracteristicas como:

No tener actividad bioldgica.
Inocuo al medio ambiente.
Caracteristicas fisicas.

Facilitar la aplicacion del producto.
No afectar la actividad del hongo.
Econdmicamente rentable.

YVVVVYYVY
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Para finalizar el producto debe de ser empacado en recipientes que no permitan la
entrada de luz y de humedad ya que estas afectan la actividad y calidad del
producto (Barrientos, 2002)

3.5.8. Uso del hongo entomopatdgeno en el control de plagas en el campo

Durante muchos afios el uso del hongo entomopatégeno para el control de plagas
estuvo limitado y practicamente olvidado debido a sus requerimientos de alta
humedad relativa y altas temperaturas para desarrollarse adecuadamente (Stereet
y Henry 1990, Citado por Barrientos, 2002)

El método de la aplicacion depende en el principio de la formulacién disponible, o
bien la formulacién debe de ser compatible con el método de la aplicacion.
Estudios de campo muestran que la infeccion por hongo entomopatdgeno ocurre
de tres maneras.

a) Al contacto de la plaga con el producto aplicado (impacto directo), el
porcentaje de infeccion y mortalidad por medio del impacto directo varia
entre 30 a 90 %.

b) Infeccion secundaria de residuos de insecticida de la vegetacion o suelo,
este mecanismo de infeccion puede ser mas importante que el del impacto
directo, sin embargo, en el caso de micoinsecticida, es influenciado por la
aplicacion, formulacion y variables ambientales.

c) Transmision horizontal o0 ciclo secundario del patdogeno de individuos
infectados por impacto directo o infeccidon secundaria, los cuales al morir
esporulan y liberan esporas al medio ambiente (Jenkins et al 1998,
Charnley 1992, Lomer et al 2001 citado por Barrientos, 2002).

Los hongos entomopatodgenos, con frecuencia se reportan como efectivos en el
laboratorio y pocos efectivos en el campo (Milner, 2000 citado por Barrientos
2002). Ello se debe a la gran cantidad de factores que se presentan en el campo y
afectan a la efectividad del hongo, siendo estos factores dificiles de controlar y
diferentes de los que se presentan en el laboratorio. Entre los diferentes factores
la relacion hospedero-patdogeno tenemos Luz solar, temperatura, humedad,
precipitacion, edad del hospedero, viabilidad del patdégeno, dosis aplicada,
radiacion ultravioleta, comportamiento de la plaga y densidad de la cubierta
vegetal. Estos factores interactian, para producir una efectividad optima y
frecuentemente limitan la efectividad de un mico insecticida. (Milner et. Al 2000,
citado por Barrientos, 2002).

El potencial de uso de Beauveria bassiana, fue demostrado en los estudios de
Mclaughlin en 1989, quien sefaldé que puede infectar pupas, larvas, y adultos del
picudo del algodon y que la mortalidad es de 69 a 100 %, después de 5 dias de
inoculado con una dosis de 3.2 X 10° conidias x gramo (maclauglin en 1989,
citado por Quiroz , 1994).
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Estudios realizados en Nicaragua en el centro experimental del algodon (CEA),
utilizando 7 aplicaciones de la formulacibn NATURALIS de Beauveria bassiana
contra picudo del algoddn, obtuvieron resultado hasta del 47 % de reduccién en la
poblacion. ( Jiménez, 1994).

Utilizando dos tipos de formulaciones de Beauveria bassiana en el campo, una
con agua y otra con aceite mineral para el control del picudo del algodén,
encontraron que no hubo diferencia significativa entre las dos formulaciones. Al
comprobar que no hubo diferencia significativa se utilizé, una formulacién de
Beauveria Bassiana en agua y se compard con el control quimico metilparation,
ambos obtuvieron mortalidad del 47 a 60 %, el cual no hubo diferencia
significativa y se puede utilizar Beauveria bassiana con los mismos resultados.

Sin embargo estudios de persistencia realizados sobre plantas de algodon nos
indican que entre las 48 y las 72 horas después de inoculado el hongo se logra
mantener cerca del 40-50 % de inoculo, con una viabilidad de las conidias de el
30% . Esto nos lleva a la conclusion de buscar soluciones encaminadas a la
formulaciones de manera que se asegure la persistencia del patégeno por mayor
tiempo en el campo, para lograr un manejo mas efectivo de los insectos plagas
gue se desean manejar con e control microbial (Jiménez, 1994).

3.6.0. Caracteristica o propiedades de un patdégeno para ser efectivo como
bioinsecticida.

El paso inicial para desarrollar un insecticida microbiologico, es la seleccidon de un
aislamiento que sea altamente patdgeno y virulento para la plaga a controlar y que
tenga un rango de temperatura similar al de la plaga. Para que los patégenos sean
efectivos como bioinsecticida y pueda realizarse su comercializacion, deben poder
producirse de manera facil y barata, deben ser de bajo riesgo, especifico para la
plaga a controlar, deben poder aplicarse con tecnologias convencionales de
manera que puedan tener un periodo de vida adecuado en almacén y deben ser
de rapida accion. (Goettel y Roberts 1992, Milner y Hunter 2001,citado por
Barrientos 2002).

Uno de los descubrimientos que mas facilito del desarrollo de Beauveria como
miconinsecticida es que las conidias son hidrofébicas y liposolubles, por lo tanto
pueden suspenderse en aceite facilmente. Los aceites se pueden dispersar y
penetrar la epicuticula de los insectos, ya que tienen una alta proporcién de cera, y
evita la deshidratacion de las conidias favoreciendo la germinaciéon cuando la
humedad relativa es baja.

Esta caracteristica ha permitido desarrollar la tecnologia para formular en aceite
vegetal o mineral las conidias del hongo Beauveria (Prior et. Al. 1992, Lomer et al
2001 Milner y Hunter, 2001, citado por Barrientos ,2002).
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3.7.0 Ventaja de hongo entomopatégeno

Los agentes microbioldgicos, en particular los hongos entomopatégenos, ofrecen
varias ventajas en el control de plagas: bajos costos de produccién, bajo impacto
ambiental, en particular no tiene efectos secundarios sobre organismo acuaticos y
animales de sangre caliente, son mas selectivos que los productos quimicos,
adecuada para utilizarse en areas de produccion organica y en areas protegidas,
la eliminacion de residuos es relativamente facil, basta con exponer el producto un
par de dias al sol para que el producto se inactive casi totalmente. (Milner y Hunter
200, Jenkins et al 1998, citado por Barrientos, 2002).

3.8.0. Impacto ambiental de los hongos entomopatégenos

Algunos hongos entomopatdgenos son bastante especificos, diversos estudios
sobre efectos secundarios han indicado que no se pone en riesgo a organismos
acuaticos, poco 0 ningun impacto sobre artropodos terrestres y no afectan
vertebrados o animales, de sangre caliente (aunque se recomienda usar el equipo
de proteccién adecuado y no inhalar las esporas), indican que hay efectos notable
de Beauveria bassiana en insectos voladores (diptera, himenoptera, neurdptero,
coledpteros) sin embargo, las abejas cortadoras de hojas de alfalfa son altamente
susceptible a Beauveria bassiana.

La FAO en el afio 2003, recomienda el uso de mico insecticidas en areas
ambientales sensibles, aunque los trabajos de investigacion, realizados hasta la
fecha indican bajos o no impacto ambiental de hongo entomopatdgeno, es
necesario estudiar con precision el efecto de los mico insecticidas disponible sobre
insectos que no son plagas que coexiste con especies plagas, a la que se dirige el
control.

(Milner y Hunter 2001, Kooyman et al 1997, Milner 2002 citado por Barrientos,
2002)

3.9.0 Uso actual y futuro de entomopatégeno

La tecnologia para la formular y aplicar hongos entomopatégenos en forma
eficiente y efectiva ha sido desarrollada. Sin embargo, esta tecnologia necesita ser
transferida y efectiva a paises en desarrollo, donde los costos econdmicos y
ambientales por la aplicacion de productos quimicos son extraordinarios, paises
como México y Brasil, estan tratando de desarrollar su propia tecnologia para el
uso de hongo entomopatdégeno en el control de plagas, usando aislamiento nativos
y evitando la introduccién de cepas exoticas.

Las autoridades responsables de la sanidad vegetal en paises en desarrollo deben
propiciar la transferencia de tecnologia, lo cual permitira que extensionistas como
productores y técnicos de campo, familiaricen con el uso, aplicacién y bondades
de productos bioldgicos, sobre todo como un elemento importante en programa de
Manejo Integrado.
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Otro aspecto importante a considerar, para lograr el éxito de hongos
entomopatdgenos es el estudio del comportamiento, actividad diaria y capacidad
termorregulatoria de las especies plagas a controlar, pues muchas de ellas

pueden inactivar el efecto de entomopatégeno (Milner et al 2001 citado por
Barrientos, 2002).
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IV. MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realiz6 en dos etapas, una de laboratorio que se llevd acabo en las
instalaciones del Campus Agropecuario, en el Laboratorio de Hongos
Entomopatogeno y la de campo se realizé en la hacienda La Esperanza en el
Departamento de Leon.

4. Coleccion de las garrapatas

Para realizar el experimento se prosiguid a la recoleccion de las garrapatas B.
microplus, del ganado bovino extrayéndolas y se colocaron en platos petri, esta
se llevd acabo en la comarca Guanacastal del municipio de Chichigalpa del
departamento de Chinandega.

El estudio, se realizo en el Centro de Investigacion y Reproduccion de Control
Biolbgico, ubicado en el Campus agropecuario de la UNAN-Leén a 1.5 kilometro
de la entrada a la Ceiba

4.1. Produccién de conidias

La cepa a evaluar, se encontraba conservada en silica gel en el laboratorio de
hongo entomopatdgeno, tiene un tipo de crecimiento uniforme con produccion de
conidias sueltas y crece muy bien en extractdé de Malta Agar y Papa Dextrosa Agar
(Quiroz, 1994).

Para iniciar el proceso de produccién, se pusieron granulos de silica gel
conteniendo las conidias del hongo en medio de cultivo Papa Dextrosa Agar
(PDA). Los platos inoculados fueron colocados a temperaturas de 25 °C para su
crecimiento (Incubacion).

La observacion del crecimiento de la cepa, se realizaron cada dos dias para
eliminar los platos contaminantes.

4.1.2 Elaboracion de medio liquido

Para la reproduccion utilizamos la metodologia de sustrato liquido de papa —
dextrosa (PD), su elaboracién consisti6 en lavar y pelar 300 g. de papas
cortandose en trozos pequefios los cuales se pusieron a hervir por 20 min. para
obtener la infusion, luego se filtr6 utilizando un embudo con algodén en la base,
para no dejar pasar la papa después de enfriar se le agrego 10gr de dextrosa
luego se mezclo bien el medio y se distribuy6 en ocho erlermeyer, colocando 200
ml en cada uno, luego se sellaron y se pusieron a esterilizar en la auto clave a
121°Cy 15 libras de presién por 15 minutos (Alves,1986).
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4.1.3 Siembra del hongo

Se inicid tomando un cultivo puro de la cepa 114 garrapata, con ayuda de una
espatula debidamente estéril, se cort6 un trozo del medio de cultivo soélido
conteniendo el hongo y se colocé en el medio de cultivo liquido, una vez
depositado el implante del hongo se colocaron los erlenmeyer en el agitador por
un periodo de 5 dias a 150 revoluciones por minuto cada erlenmeyer se marcé
con la fecha y el cédigo de la cepa.

4.1.4 Elaboracién de bolsas

Se utilizé arroz 80% grano entero lo lavamos, luego se coloco a precocer sobre
agua hirviendo por 15 minutos, posterior- mente se dejé enfriar y se procedio al
llenado de bolsas, colocando 200 g. en cada una de las bolsas de polipropileno,
estas se sellaron y se pusieron a esterilizar en auto clave a 121°C por 20 minutos,
en el cual se puso esterilizar 300 ml de agua mas 0.5 gramo de extracto de malta
mas antibidtico, se esterilizé junto con el equipo, para inocular (jeringa veterinaria).
Las bolsas se sacaron del autoclave y se dejaron enfriando hasta el dia siguiente.
(Gomez, 2007 comunicacion personal)

4.1.5 Inoculacion de las bolsas
Para la inoculacién de las bolsas se realizaron los siguientes pasos:

1. Desinfestamos y encendimos la camara de flujo laminar.

2. Colocamos el mechero encendido sobre la camara y los materiales a utilizar

(equipo de inoculacion, las bolsas, el agua y el medio liquido conteniendo el

hongo).

Nos desinfestamos las manos con alcohol.

Armamos el equipo, para inocular e introducimos la sonda dentro de la

solucién fungosa.

5. Perforamos las bolsas sobre un circulo objetivo y depositamos 20 ml de
solucion fungosa en cada una de las bolsas bien distribuido.

6. Sellamos y agitamos las bolsas.

7. Extrajimos la bolsas de la camara, se rotulan con la fecha y el numero de la
cepa del hongo utilizado.

8. Colocamos las bolsas en el encubador.

how

4.2 Control de calidad de la produccion

Después de 5 a 10 dias de inoculada las bolsas, realizamos el control de calidad
del lote producido, que consistio en evaluar 3 parametros:
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4.2.1 Conteo de Blastosporas

El conteo de blastosporas, se realizd6 tomando muestras del hongo de cada
erlenmeyer y se colocaron en el homocitometro (camara de Neubauer), utilizando
los cuadros pequefios que tienen un factor de 10° se contaron 5 puntos de la
camara, los extremos y el centro para hacer un total de 25 cuadros pequefios y 4
repeticiones por muestra. Se realizo la formula propuesta por Alves (1986), para
obtener la concentracion de la suspension.

La formula utilizada fue la siguiente:

X*25*4*10° volumen de la dilucién.

x: promedio de conidias de las repeticiones.

25: numero de cuadrante contado.

4*10°: factor de los cuadrantes pequefios (Diametro/Profundidad/Volumen)
(Alves, 1986).

4.2.2. Medicion de la concentracion de la suspensiéon fungosa

De los platos que presentaron el mejor crecimiento de la cepa 114 se selecciond
dos platos, se realizé un raspado de las conidias con una espatula estéril y se
colocé en tubos de ensayo con 5ml de agua estéril. Se tomd un mililitro de esta
solucion y se le agregd Tween 20 al 0.01%, agitando para obtener una solucion
fungosa homogénea, el conteo de conidias se realiz6 utilizando los cuadros
pequefios del hemocitometro y la formula propuesta por Alves (1986), donde se
logra conocer la concentracion total de la suspension.

n*4*10°

n:  Numero total de conidias observadas
4. Constante

10 Constante

(Alves, 1986)

4.2.3 Prueba de viabilidad

La viabilidad se realizd, colocando en un plato petri con medio de cultivo (PDA)
cuatro gotas de la suspencion del hongo y se evalud la germinacién a las 24
horas. Para determinar la esporulacién de los insectos expuesto al inéculo, se
montaron en camaras humedas.

4.3 Montaje del Bioensayo

Utilizando la metodologia propuesta por Bustamante, 2006 y Gonzalez et 2006.
El método de utilizacién del bioensayo, es la inmersién de las garrapatas de
ganado en la suspension de conidias (sin Tween), durante 2-3 segundos, luego
para quitar el excedente de la suspension sobre los cuerpos, se colocaron en
papel toalla. Se utilizaron 75 garrapatas adultas y ninfas por repeticion para un
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total de 150 garrapatas en los bieoensayo, obtenidas directamente del ganado
vacuno, por extraccion simple, las que se mantuvieron en el laboratorio durante la
infeccién experimental.

Se aislaron las cepas 114 de platano de Beauveria bassiana en Papa-Dextrosa
Agar - (PDA).

Las diluciones, se aplicaron sobre los estadios ninfales y adultos de B. microplus,
Siendo la 10® conidias/ml, para determinar la concentracion.

Finalmente, se determino:
La efectividad del hongo entomopatdégeno como controladores de Boophilus sp.

4.3.1 Prueba de patogenicidad

Para la prueba de patogenicidad, se realizé bioensayo a técnica de inmersion de
las garrapatas cada repeticion, se evaluaron 75 garrapatas adultas y ninfas para
un total de 2 repeticiones y 150 garrapatas evaluados.

Las evaluaciones se realizaron cada 3 dias hasta que muri6 la ultima garrapata, la
mortalidad se midié en términos de porcentaje. La prueba de viabilidad se realizé
colocando en un plato con medio de cultivo 4 gotas de la suspecion del hongo

4.3.2 Medicién de la esporulaciéon

Las garrapatas muertas se montaron en camara humeda, utilizando platos petri
plasticos y circulos de papel toalla que son colocado en plato petri, se agrego de 2
a 3 gotas de agua esteéril. Luego se colocaron las garrapatas muertas y se taparon,
sellandolos y colocandolos en una incubadora que tenia una temperaturas de 27
°Cy 80% de humedad relativa.

La revision se hizo 3 veces por semana.

4.4. Estudio de campo

El estudio de campo se realizé en la finca La Esperaza ubicada a 5 km. de la
carretera a la Mina el Limon municipio en el departamento de Ledn, durante los
meses de Julio y Agosto del 2007. El municipio Mina el limén de Leo6n en general,
presenta un clima trépical de sabana con una pronunciada estacion seca entre los
meses de noviembre a abril y una estacion lluviosa entre los meses de mayo a
octubre con Temperatura promedio de 27 a 29°C, la humedad relativa entre 67% y
89%, esta hacienda se encuentra a una altitud de 700 msnm.
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4.4.1. Descripcién del trabajo de campo
Prueba de campo.

La evaluacion en el campo se realiz6 en ganado bovino; terneros y adultos (toros y
vacas).

Se seleccionaron de todos los animales, los mas infectados de Boophilus
microplus, para ser tratados con el hongo entomopatégeno Beauveria bassiana,
obteniendo un total de 30, los cuales se separaron en 3 grupos de 10 animales
cada uno.

Para obtener la muestra poblacional localizamos la parte de mayor poblacién de
Boophilus microplus presentes en el hospedero, (orejas, nuca, genitales, ubres,
ingle).Obtuvimos muestreos por la zona ecolégica de la garrapata.

Debido al umbral poblacional muy alto no se pudo contabilizar las garrapatas lo
cual nos llevo a focalizar, utilizamos la técnica propuesta por Balladares, 1983,
donde expresa que al estar en presencia de una alta poblacion, es imposible
contabilizarla, lo cual conlleva a tomar muestreos visuales a trabes de los
siguientes parametros referenciales:

Infeccion leve: 30 % de la zona estudiada.
Infeccion Media: 31% al 61% de la zona estudiada.
Infeccion Alta: 61% al 100% de la zona estudiada.

4.4.2. Obtencidén de los porcentajes de infeccion y recuentos

Para la obtencion de los porcentajes e infeccion, se tomo al vacuno y se dividio en
partes tomando en cuenta la zona ecolégica de la garrapata (Balladares, 1983).

Se observé la parte mas infectada, lo cual se realizo, con una cinta métrica, se
mide el largo y ancho y se multiplicé la zona a evaluar, utilizando como parametro
contable los centimetros cuadrados, luego dicha zona se dividi6 en dos partes,
para obtener diametro de la zona estudiada, y mediante de una regla de tres se
sacan los porcentajes dividiendo entre el area total.

4.4.3. Banos de los animales

Se depositd, en un recipiente 2 bolsas de producto de Beauveria bassiana para
lograr una concentracion de conidias de 4x10*, se agregé un galén de agua y se
procedié a desprender las conidias del sustrato, para asi llegar a obtener una
mezcla homogénea del producto terminado, luego se vertié en una mochila de
presién de 20 I, rellenando después con agua, empezaron las aplicaciones por
grupo y se llevo un registro por nombre de cada animal, segun el propietario
dichas aplicaciones se llevaron a cabo a partir de las 5 de la tarde en adelante
para favorecer la efectividad del hongo.
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V. Resultados y discusiones

5.1. Pruebas de patogenicidad

En la grafico namero, uno podemos observar el comportamiento de la mortalidad
en el tiempo para los tres bioensayo, se observa que en el bioensayo uno, dos y
tres las mortalidades inician a los tres dias de inoculados las garrapatas
alcanzando los mayores porcentajes de mortalidad en el quinto dia con un 28%,
en el bioensayo uno, con 38%, en el bioensayo dos y un 47% en el bioensayo tres,
alcanzando mayores porcentajes los dias cinco y siete después de inoculada las
garrapatas, datos que coinciden con Gomez (1996) quien afirma que las
mortalidades se logran en los primeros 20 dias después de inoculado.

También es importante sefalar, el biensayo tres se logran las mayores
mortalidades con un 95%, los siete dias después de infectada en comparacién
con el uno y el dos que logra mortalidades similares en tiempos similares de site y
once dias.

Segun Alves (1986), la patogenicidad esta afectada por el estado de
susceptibilidad del hospedero, y las condiciones ambientales del bioensayo, por lo
gue, se pueden tener respuestas de mortalidad diferentes con el mismo hospedero
y la misma cepa de Beauveria.

Tomando en cuenta los tres bioensayos podemos decir que la cepa 114 de B.
bassiana presenta mortalidades entre el 95%.
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Grafico No. 1 Patogenicidad de la cepa 114 de Beauveria bassiana sobre
adultos de Boophilus microplus UNAN-Leén, 2007.
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5.2 Porcentaje de esporulacién

En la grafica nimero dos, se muestran los porcentajes de esporulacion de las
garrapatas muertas. Pueden observar que el biensayo niumero 3 presenté los mas
altos porcentajes de esporulacién con un 40%, en cambio en el biensayo 1y 2 la
esporulacion se encuentra entre 32 y 38%. Sabemos que la esporulacion de estas
garrapatas es la evidencia de la mortalidad del agente causal, pero que esta
esporulacion esta afectada principalmente por temperatura y humedad relativa lo
gue puede influir en los porcentajes de esporulacién tanto en el campo como en el
laboratorio. Los datos obtenidos son muy alentadores ya que en los trabajos
realizados por Quiroz, (1994) con picudo de platanos se lograron porcentajes no
mayores del 30% de esporulacion. Sin embargo para que un biensayo de
patogenicidad se ha considerado satisfactorio la esporulacion aceptada debe ser
de 20% de los insectos expuesto al indculo ( Leucona, 1995).

Considerando los parametros de patogenicidad los resultados obtenidos nos
indican que la cepa 114 de B. bassiana, es altamente patogénica a Boophilus
microplus con una mortalidad promedio de 95%, y una respuesta de esporulacion
promedio de 40%, resultados aceptables para que la cepa 114 sea considerada
para la utilizacion en el control de Boophilus microplus en el campo.
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Gréfico No. 2 Porcentaje de esporulacion de la cepa 114 de B. bassiana

sobre adultos de Boophilus microplus, UNAN-Le6n, 2007
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5.3. Porcentaje de contaminacién en platos y bolsas

En la grafica tres, podemos observar que los principales contaminantes en platos
fueron Aspergillus con un 45%, Bacteria con un 5% para un total de 50% de
contaminacion en platos, en bolsas obtuvimos un 29% de contaminacién de
Trichoderma. Segun Alves (1986), los parametros permisibles de contaminacion
en los laboratorios es de 20% por lo que nuestros porcentajes de contaminacion
sobrepasan estos niveles.

O Platos
W Bolsas

Gréafico No. 3 Contaminantes presentes en la produccién del hongo
Beauveria bassiana en platos y bolsas, UNAN-Leén, 2007
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5.4. Niveles de infeccidon antes de la aplicacién

NUmero de
animales

E NUmero de animales

NuUmero de Alto 61% al Medio 31% Leve 0% al
animales 100% al 60 % 30%

Porcentaje de infeccién

Gréfico No. 4 Porcentaje de infeccion de Boophilus microplus, antes de la
aplicaciéon de B. bassiana en la finca la Esperanza, Mina el Limon, 2007.

En el gréafico 4, se muestra el porcentaje de infestacion y la divisién de los grupos
de animales. El primer muestreo se realizo el 22 de julio de 2007 y se obtuvieron
los siguientes datos:

Infestacion leve 9 animales, Infestacion media 10 animales, Infestacion alta 11
animales.
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5.5. Niveles de infeccion después de la primera aplicacion

30
25
20+
e 9 15

E Numero de animales

10

Numero de Alto 61% al Medio 31% Leve 0% al
animales 100% al 60 % 30%

Porcentaje de infectacion

Grafico No.5 Porcentaje de infeccion de Boophilus microplus, después de la
aplicaciéon de B. bassiana, en la finca La Esperanza, Mina el Limén, 2007.

En el grafico 5 muestra el primer recuento después de la aplicacion del hongo
Beauveria bassiana, en el cual se obtuvieron los siguientes niveles de infestacion:
Infestacion Leve 19 animales, Infestacion media 9, Infestacion alta 2.

Para la fecha del 31 de Julio de 2007, nueve dias después de la primera
aplicacion el promedio poblacional de infestacion alta se reduce de 11 a 2
animales.

Segun Alves en (1986) y Quiroz y Jiménez en (1984), los datos de mortalidad en
campo fueron bajos ya que ellos en estudios realizados, en picudo de platanos,
lograron mortalidades hasta de un 80%. Sin embargo estos mismos autores
sefalan que para lograr altas mortalidades en campo, el hongo debe tener las
condiciones minima de temperatura, humedad, cantidad de inoculo,
susceptibilidad del hospedero.

En nuestra evaluacion, las condiciones ambientales como la humedad y la

temperatura, influyeron mucho en la eficacia de la aplicacién, ya que evaluamos
en periodo de lluvia.
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5.6. Niveles de infeccién después de la segunda aplicacion

NUumero de
animales

O Ndmero de Animales

Ndmero Alto Media Leve
de 61% al 31% al 30% al
animales 100% 60% 0%

Porcentaje de Infectacion

Grafico No.6 Porcentaje de infeccion de Boophilus microplus, después de la
segunda aplicacion de B. bassiana, en la finca la Esperanza, Mina el Limoén,
2007.

En el grafico 6, se muestra el segundo recuento después de la aplicacion del
hongo B. bassiana en el cual se obtuvieron los siguientes niveles de infestacion:
Infestacion leve 9 animales, Infestacion Media 10 animales, Infestacion Alta 11
animales.

En esta grafica podemos observar, que el indice poblacional de Boophilus
microplus, llego a ser igual que al primer muestreo, en el inicio del estudio, esto es
debido que el ganado siempre circula en los mismos potreros, por lo que tiende a
tener infestaciones constantes del parasito.
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Antes de la Después de la Después de la
primera primera segunda
aplicacion aplicacion aplicacion
Nivel alto 61% al
100% 11 9 10
Nivel medio 31%
al 61% 2 9 19
Nivel bajo 0% al
31% 11 10 9

Tabla 1. Niveles de infestacidén antes y después de las aplicaciones de B.
bassiana en el campo.

En la siguiente tabla se puede observar, como se encontraban los niveles de
infestaciones, del grupo de vacuno del estudio, antes y después de las
aplicaciones de B. bassiana.

En el primer recuento se encontraban, 11 animales con una infestacion alta,
después de la primera aplicacion bajo a 10 y en la segunda a 9.

En el primer recuento habian, 2 animales con una infestacion media, después de
la primera habian 9, y en la segunda 19.

En el primer recuento habian, 11 animales en la infestacion leve después de la
primera aplicacion 10 animales, y en la segunda 9.

Se puede observar en la tabla, que los datos antes y después de la aplicacion son
iguales, esto se debe a que las aplicaciones se realizaron cada 8 dias, por lo que
no se altero significativamente su ciclo biolégico y siguieron reproduciéndose con
facilidad.
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VI. Conclusiones

1.

La cepa 114 Beauveria bassiana, es patogénica sobre Boophilus
microplus spp., causando mortalidades de 94.6%.

Las mortalidades de Boophilus microplus en condiciones de laboratorio
iniciaron al tercer dia, llegando al séptimo dia obtenemos un 94.6 %.

La cepa 114 Beauveria bassiana, evaluada en campo logra porcentajes de
mortalidad hasta del 50%.

Las mayores mortalidades de Boophilius microplus en campo se
observaron a los 8 dias después de la aplicacion.
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VIl. Recomendaciones

1. Realizar estudios de B. bassiana sobre B. microplus en sus diferentes
estadios, para asi determinar en cual de ellos es mas susceptible, y llegar a
obtener mejores resultado en el control.

2. Para reducir las poblaciones de garrapatas B. microplus, a traves de la
utilizacion de hongos entomopatogenos es necesario conocer el ciclo de
vida de la garrapata para evitar re -infestaciones.

3. Se recomienda la reactivacion de la cepa 114 B. bassiana sobre las ninfas
de garrapatas, ya que durante el estudio de laboratorio sobre esta hubo
mayor esporulacion.

4. Al momento de la aplicacion de Beauveria bassiana, se debe de tomar en
cuenta, las condiciones ambientales, tiempo de aplicacion, método de
aplicacion, ciclo de vida del insecto, para que favorezca las condiciones de
epizootias del hongo.

5. Para obtener mejores resultados en las reducciones de poblaciones de
garrapatas, hay que hacer aplicaciones en las praderas por donde circula el
ganado para evitar reinfestaciones por Boophilus microplus.

6. Las aplicaciones seriadas del hongo entomopatogeno garantizan una mejor
regulacion, de las poblaciones del parasito Boophilus microplus.
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ANEXOS



Anexo 1. Esporulacion del hongo Beauveria bassiana sobre Bophilus microplus



Anexo 2. Bophilus microplus muerto con sintoma de esporulacion 12 dias
después de infestacion



Anexo 3. Crecimiento de Beauveria bassiana sobre medio de cultivo PDA con
contaminacién de Trichoderma



Anexo 4. Invasion total de Beauveria b. sobre Bophilus microplus.



Anexo 5. Bovino infestado por Bophilus microplus sobre una de las zonas ecoldgicas
especificas.



Anexo 6. Animal infestado con Bophilus microplus en su ingle con su pecho.
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