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Resumen 

Las garrapatas son consideradas como uno de los principales ectoparásitos en el 

ganado bovino, debido a las pérdidas económicas directas que ocasionan y su potencial 

para trasmitir enfermedades. Su control es complejo puesto que, en las zonas tropicales 

su ciclo biológico se ve favorecido. El presente estudio evaluó la eficacia del efecto 

ovicida de la cepa Beauveria bassiana sobre huevos de garrapata Rhipicephalus 

microplus en invernadero. Para lo cual, se aplicó un diseño complemente al azar (DCA) 

+ 2 testigos, con cuatro repeticiones. Se inoculó con 10 ml de las siguientes 

concentraciones 7.42 x107 conidias/ml, 7.42 x106 conidias/ml, 7.42x105 conidias/ml, 

7.42x104 conidias/ml, 7.42x103 conidias/ml a cada grupo de 100 huevos en suelo 

estéril y no estéril cubierto con mulch. Se obtuvo como resultado una dosis letal 20 

(DL20) con una concentración de 7.42x107 conidias/ml del hongo entomopatógeno a 

los seis, ocho y diez días tanto para suelo estéril y no estéril, determinándose que en el 

suelo no estéril se obtiene una mayor infestación. En la determinación del tiempo letal 

medio se estableció que las conidias pueden sobrevivir durante veinte días en el 

sustrato; concluyendo que controlan otros estados biológicos del ectoparásito debido a 

que en el suelo permanecen a concentraciones x107 conidias/ml que controlan estadios 

de larvas y ninfas. Estos resultados indican que Beuaveria bassiana puede ser incluido 

como un bioacaricida en Manejo Integrado de Garrapatas (MIG) porque reduce un 20 % 

de huevos y de esta manera se reduce el número de individuos del ectoparásito. 

Palabras clave: DL20, Beuaveria bassiana, Rhipicephalus microplus, mulch, MIG. 
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Abstract 

Due to the big economic loss and the ability to transmit diseases, ticks are considered 

one of the major ectoparasite infesting cattle. Tropical environments favor its biological 

cycle making it difficult to control. This study evaluated the egg killing effect of the 

Beauveria bassiana strain on Rhipicephalus microplus eggs in a greenhouse. A 

completely randomized design plus two witness groups were used repeating the tests 

four times. 10 ml of different concentrations were inoculated: 7.42 x10⁷ conidias/ml, 7.42 

x10⁶ conidias/ml, 7.42x10⁵ conidias/ml, 7.42x10⁴ conidias/ml, 7.42x103 conidias/m to 

each group of 100 eggs in fertile soil and non-fertile soil covered with mulch. As a result, 

a lethal dose 20 (LD20) with a 7.42x10⁷ conidias/ml concentration of the 

entomopathogenic fungi at day six, eight and ten for both kinds of soils was obtained. 

Non-sterile soils were determined to have more infestation than sterile soils. It was 

established that the average lethal time (LT) for the conidias living in the substrate was 

around 20 days. The concentration (x10⁷) was enough to control nymph and larvae 

states. The reduction of 20% of the eggs indicated that the use of the fungi Beuaveria 

bassiana can be considered as a bioacaricide for the integrated tick control program.  

 

Key words: LD20, Beuaveria bassiana, Rhipicephalus microplus, mulch, integrated tick 

control program. 
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Capítulo I 

Introducción 

La garrapata Boophilus microplus es un ectoparásito que representa una seria 

limitación para la introducción de ganado de leche o carne, en áreas endémicas. Los 

daños directos son: el declive en la producción láctea y cárnica, deterioro de las pieles, 

dificultad para la aclimatación en razas susceptibles y en los casos más complicados, la 

muerte (Lorenzo & María, 1999); además, es uno de los vectores más importantes, 

transmitiendo enfermedades al ganado como la anaplasmosis y la babesiosis. En 

América Latina, el microplus es abundante en el corredor mesoamericano hacia 

Venezuela y Colombia, y en el sur de Brasil y Argentina. La garrapata se asocia 

principalmente a los biomas del Chaco y la Pampa en Argentina, los Andes húmedos 

norcentrales, la selva atlántica (cordillera sur) y la vegetación húmeda mesoamericana 

(cordillera norte) (Buoattour et al., 2006).  

La ganadería bovina es una de las piezas más dinámicas en el sector 

agropecuario ecuatoriano, puesto que promueve la economía rural mediante la oferta de 

productos que son fundamentales para la canasta básica, así como también, 

contribuyendo así con la seguridad alimentaria (Hidalgo, et al., 2020). Menciona Díaz 

(2015) que, en Ecuador, más del 75% de vacunos están distribuidos en áreas infestadas 

o con potencial de infestación, por garrapatas lo que genera pérdidas significativas; 

debido a la resistencia que ejercen sobre los ixodicidas en el subtrópico y trópico. 

Además, Díaz et al., (2006) y Ruiz y Blanco (2009) en su estudio determinaron un alto 

grado de resistencia a Cipermetrina, Amitraz y Deltametrina. 
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En búsquedas de soluciones para el control de poblaciones de garrapatas, se ha 

recurrido a la elaboración y producción de controladores que ofrezcan resultados más 

confiables en menor tiempo, y reduzcan también, la ovoposición de los adultos y los 

factores de resistencia. Entre estos se destacan los extractos de plantas recién 

preparados y los hongos entomopatógenos, los cuales han sido ampliamente utilizados 

para el control de plagas. Ya que la resistencia de R. microplus a los acaricidas se ha 

extendido desfavorablemente, es muy probable que, a futuro, se incremente el uso de 

productos biológicos a base de hongos entomopatógenos conforme se mejore la calidad 

y eficacia de los programas de manejo integrado (Moncada et al., 2015). 

No obstante, se ha sugerido como alternativa de control a la acción que ejercen 

hongos entomopatógenos como biocontroladores para el manejo de las poblaciones de 

Rhipicephalus microplus (Fernandes et al., 2011); inclusive, en otras especies Ixodidae 

(Benjamín et al., 2002). De hecho, Beauveria Bassiana, se ha venido posicionado en el 

mercado como uno de los micoacaricidas con más uso a nivel mundial, ya que tiene la 

capacidad de perforar la capa de quitina y actuar dentro del artrópodo formando 

metabolitos como la basssanina para destruirlo (Agronet, 2022).  

La búsqueda de biopesticidas basados en hongos entomopatógenos como 

Beauveria bassiana, se ha venido estudiando en el país por varios autores como, Bravo 

y Carranza (2022); Morocho (2019), donde se ha documentado el control que tiene B. 

bassiana, sobre las garrapatas a través de baños e Isaria spp para el control en ninfas a 

nivel de potrero. Así mismo, Fernandes et al., (2012), menciona el potencial de este tipo 

de hongos para tratar huevos, larvas, ninfas y adultos de varias especies de garrapatas. 

Por otro lado, Baioumy et al., (2021) revelan que B. bassiana en los ovocitos exhibieron 

cambios drásticos que afectaron su crecimiento y desarrollo. 

El uso de hongos entomopatógenos representa una buena alternativa en el 

manejo y control de organismos vectores de enfermedades a animales, reduciendo el uso 
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de químicos perjudiciales para el medio ambiente (Agronet, 2022). Por esto, el 17 de julio 

de 2019 en el territorio nacional ecuatoriano, Agrocalidad  (2022), aprobó el manual de 

procedimientos para el registro y control de agentes de control biológico, extractos 

vegetales, preparados minerales y semioquimicos. 

Por otra parte, la Estación Experimental Santo Domingo del INIAP ha puesto a 

disposición el acceso a cepas de hongos entomopatógenos de Beuaveria bassiana para 

el control de garrapatas, el cual ha generado excelentes resultados causando su muerte 

al día quinto y decimo (Bravo & Carranza, 2022). Por tal motivo, con la implementación 

de este estudio se esperar disminuir el ciclo biológico de las garrapatas, y de esta manera 

contribuir con la reducción del uso de productos químicos y la resistencia a estos 

acaricidas sintéticos. 

Objetivos 

Objetivo General 

Determinar la eficiencia del efecto ovicidas de la cepa Beauveria bassiana sobre 

huevos de garrapata (Rhipicephalus microplus) en invernadero.   

Objetivos Específicos 

Determinar la Dosis Letal Media (DL50) y dosis letal (DL90) de Beauveria spp. 

para el control de huevos de garrapata en sustrato cubierto por mulch estéril. 

Determinar el tiempo letal medio (TL50) para las conidias de Beauveria spp. 

partiendo de una concentración de esporas 1x107 en sustrato cubierto por mulch estéril. 

Determinar el tiempo de supervivencia de las conidias de Beauveria spp. en 

sustrato cubierto por mulch bajo invernadero. 
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Hipótesis 

Hipótesis nula 

H0: La aplicación de Beauveria spp. al sustrato no tiene capacidad ovicida en 

huevos de garrapata, aunque este sea colocado posterior a su aplicación en el suelo en 

drench. 

Hipótesis alternativa 

H1: La aplicación de Beauveria spp. al sustrato tiene la capacidad ovicida en 

huevos de garrapata, aunque este sea colocado posterior a su aplicación en el suelo en 

drench. 
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Capítulo II 

Revisión de Literatura 

Generalidades 

Las garrapatas son artrópodos que se caracterizan por succionar la sangre de 

varios tipos de animales, como aves, reptiles o mamíferos. En el mundo existen 

alrededor de 850 especies  (Llória, 2002). Están distribuidas en un par de familias: 

Ixodidade (consistencia dura) y Argasidae (consistencia blanda) (Pulido et al., 2016).  

No obstante, se ha catalogado a Rhipicephalus microplus como el ectoparásito 

más importante para la economía bovina ya que las pérdidas económicas que ocasiona 

están relacionadas directamente con la producción, ya sea de leche o de carne, puesto 

que reduce la ganancia de peso vivo, genera mortalidad, y daño en las pieles; lo que 

genera un efecto dominó debido al incremento del costo del control y los efectos de los 

hemoparásitos transmitidos  (Diaz & Agustin, 2022).  

Figura 1  

Taxonomía de las garrapatas. 
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Nota: Tomado de Review on the biology of Rhipicephalus sanguineus (arthropoda, 

chelicerata)(Latreille, 1806). Álvares (2017). 

Organización taxonómica Rhipicephalus microplus 

La garrapata bovina anteriormente se denominaba Boophilus microplus, sin 

embargo, se consideró la reclasificación del género Boophilus, pasando a ser el 

subgénero de Rhipicephalus, producto de estudios filogenéticos, con bases en análisis 

de secuenciación genética y morfología. Por lo cual, este tipo de garrapata actualmente, 

se denomina Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Gomes, 2023). De tal manera que su 

clasificación taxonómica, es la siguiente: 

Tabla 1  

Organización taxonómica (Rhipicephalus microplus) 
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Nota: Tomado de Gomes (2023). 

A continuación, se encuentran descritos los cuatro estados biológicos de este 

parásito: huevo, larva, ninfa y adulto. 

Huevo. Estas estructuras miden aproximadamente 554 µm de longitud y 409 µm 

de ancho; y pesan alrededor de 51.76 µg (Gallardo & Morales, 1999). Presentan una 

forma redondeada y coloración café rojiza; se depositan a nivel edáfico en grandes 

masas de huevos con una secreción glandular protectora, en cantidades que van de los 

3000 a 2500 por hembra (Garza, 2007).  No obstante, algunas especies ovipositan de 

manera individual. Las partes que conforman al huevo son: el corion, la capa de 

protección cérica, la membrana vitelina, el citoplasma y la parte nuclear. La mayoria de 

huevos en su parte basal son lisos y pueden adherirse en varios tipos de superficies 

(Costa & Ide, 2006). 

Larva. Se conocen como piojillos y también presentan una coloración café 

rojiza, estas poseen solamente tres pares de patas. Su diámetro bordea los 0.9 mm y al 

igual que los huevos, se hallan en la tierra, pasto o las malas hierbas que crecen en las 

Clasificación Tipo 

Clase Aracnido 

Subclase Acari 

Orden Paratisiformes 

Suborden Metastigmata 

Familia Ixodidae 

Género Rhipicephalus 

Subgénero Boophilus 

Especie Rhipicephalus (Boophilus) microplus 
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praderas que han sido pastoreadas por animales infestados, según Rodríguez et al., 

(2021). 

Ninfa.  La coloración de este estado no varía, solo que, a diferencia de las 

larvas, las ninfas poseen un mayor tamaño y presentan un par adicional de patas, 

cantidad que es inherente de los arácnidos (ocho patas) y que las acompañará durante 

todo el ciclo biológico (Rodríguez et al., 2011). 

Adulto. En esta fase, las garrapatas presentan dimorfismo sexual y son 

ovaladas de color grisáceo azulado o verde olivo con una cutícula brillante y arrugada; 

en el caso de las hembras están miden entre 10 a 13 mm, mientras que, el macho 

presenta menor tamaño (3-4 mm). En la superficie dorsal son lisas, mientras que, a 

nivel del margen posterior, muestra festones (Llòria, 2002). 

Ciclo de vida 

Las condiciones ambientales juegan un rol preponderante para el ciclo de vida 

de Rhipicephalus microplus (Diaz & Agustin, 2022). Durante su vida, solo utiliza un 

hospedero, que, por lo general, son los bovinos, pero también se han observado 

huéspedes caprinos, equinos, y ovinos. 

El ciclo consta de cuatro estadios: huevo, larva (6 patas), ninfas (8 patas – sin 

madurez sexual), adultos (8 patas- madurez sexual). El ciclo finaliza cuando la 

garrapata se separa del hospedador; luego de haberse alimentado durante 19 a 25 

días, en el caso de la hembra esta se hincha con la sangre y toma la denominación de 

“ingurgitada” cayendo, a continuación, al suelo para dar inicio a la puesta de huevos 

(Benavides et al., 2016).  

La biología de estos arácnidos comprende tres fases, que son: la parasitaria, 

fase de encuentro y la tercera, que se conoce como la etapa parasitaria. 
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Figura 2  

Ciclo biológico de la garrapata Rhipicephalus microplus. 

 

Nota: Adaptado de Alonso y Salas (2021). 

Fase de vida libre o no parasitaria 

Es el período en el que las garrapatas no están alimentándose de sangre en un 

animal huésped, sino que están en el entorno, buscando un huésped adecuado o 

esperando condiciones favorables para continuar su ciclo de vida; esta comienza con la 

separación de las hembras teleoginas después de haberse alimentado de la sangre del 

huésped, hecho que por lo general ocurre durante la noche y concluye con la aparición 

de larvas en las pasturas. De esta fase se derivan cinco etapas conforme a Díaz y 

Agustín (2022): 

Pre-oviposición 

Luego de que la garrapata se cae, esta rastrea el lugar en la búsqueda de sitios 

húmedos y cálidos que estén protegidos de la radiación solar para continuar con la 
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deposición de sus huevos. Para que sea posible el desarrollo la humedad debe estar en 

un rango situado entre 80 a 90 %, y la temperatura ambiente entre 28 a 30 °C, si se dan 

estas condiciones, esta etapa puede suceder entre 2 a 4 días. Sin embargo, cuando la 

temperatura se reduce por los meses fríos, puede demorar hasta 97 días (Diaz & 

Agustin, 2022). 

Oviposición 

La etapa comprende el tiempo en que la garrapata pone el primer huevo hasta 

que oviposita el último. La duración va de 4 a 60 días en función de los parámetros 

climáticos como la radiación solar, humedad relativa y la temperatura; por lo cual, 

durante la estación invernal puede doblarse el tiempo con respecto a la época de 

verano. Una garrapata puede ovipositar entre 1500 a 5000, y un promedio de 3000 

huevos/garrapata (Diaz & Agustin, 2022). 

Post-oviposición 

Hace referencia al lapso que dura la puesta del último huevo hasta la muerte de 

la garrapata, hecho que puede demorar entre 2 a 15 días (Diaz & Agustin, 2022). 

Incubación 

Se refiere al período de tiempo que transcurre desde que los huevos son 

depositados por las hembras de garrapata hasta que eclosionan en larvas. La duración 

de la incubación puede variar según la especie de garrapata, las condiciones 

ambientales y otros factores, esto últimos pueden influir directamente sobre la calidad 

del embrión, lo que quiere decir que puede retardar su desarrollo o provocar su muerte 

(Diaz & Agustin, 2022). 

Eclosión 
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Es el momento en el cual los huevos, que han sido depositados por las hembras, se abren 

y liberan a las larvas al entorno. En el contexto de las garrapatas, la eclosión marca el inicio de 

la siguiente etapa del ciclo de vida, que es la fase larval; demora de 14 a 60 días y su tasa puede 

superar el 80 % cuando las condiciones ambientales son favorables (Diaz & Agustin, 2022). 

Fase de encuentro 

Alude al período durante el cual, las larvas recién eclosionadas buscan y 

encuentran un huésped adecuado para alimentarse de su sangre. La detección se hace 

posible gracias a los quimiorreceptores que les permiten detectar gases como CO2, 

NH4, ácido láctico y demás olores corporales (Flores, 2015). Este período se deriva en 

dos fases (Garza, 2007):  

Fase pasiva. no necesariamente implica una falta de actividad biológica. Por 

ejemplo, las garrapatas pueden estar monitoreando el entorno en busca de señales que 

indiquen la presencia de un huésped, o pueden estar respondiendo a estímulos 

químicos, térmicos o vibracionales que les indiquen que es el momento de reanudar su 

búsqueda activa; esta puede demorar entre 4 a 6 días. 

Fase de búsqueda. ocurre principalmente en las etapas de larva y ninfa, 

después de que han eclosionado de los huevos. Las larvas y ninfas son muy pequeñas 

y necesitan alimentarse de la sangre de un huésped para crecer y desarrollarse. Una 

vez que las garrapatas han detectado la presencia de un huésped, se dirigen hacia él y 

buscan un lugar para adherirse. Esta fase de búsqueda puede ser crucial para el éxito 

de las garrapatas en su ciclo de vida, ya que, si no encuentran un huésped adecuado 

en el que alimentarse, su desarrollo y ciclo de vida pueden verse afectados. 

Fase parasitaria 
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La fase parasitaria es especialmente relevante en las etapas de ninfa y adulto de 

las garrapatas, puesto que, en estas etapas, las garrapatas requieren una cantidad 

significativa de sangre para completar su desarrollo y madurez. Durante esta fase, las 

garrapatas se fijan a la piel del huésped utilizando sus piezas bucales especializadas y 

perforan la piel para acceder al torrente sanguíneo. En esta fase la garrapata desarrolla 

los estadíos: larva, ninfa y adulto (Marquez, 2003). 

Impacto económico 

Las garrapatas tienen un impacto económico significativo en la industria 

ganadera, en particular en el ganado bovino. Estos ectoparásitos pueden causar una 

serie de problemas que afectan tanto la producción como la salud de los animales, lo 

que a su vez se traduce en pérdidas económicas considerables (Benavides, et al., 

2016). Las pérdidas directas se asocian a la introducción o crecimiento de la población 

del parásito en conjunto con la proporción de animales parasitados que expresan la 

enfermedad. No obstante, el efecto negativo se da a medida que las garrapatas se 

incrementan, hecho que ocurre con el primer contacto hemoparasitario (Coleman, et al., 

2001).  

Cuando se introducen en animales susceptibles la pérdida directa tiende a 

incrementarse, ocasionando niveles de mortalidad dramáticos, abortos, afección en la 

parte reproductiva tanto en machos y hembras, así como también generando molestias 

que afectan el bienestar animal (Mahoney & Ross, 1972).   

Hongos entomopatógenos 

Los hongos entomopatógenos son un grupo especial de microorganismos que 

habitan en el suelo que infectan y matan insectos y otros artrópodos a través de la 

penetración de la cutícula. Actualmente se utilizan como agentes de biocontrol contra 

plagas de insectos vegetales y juegan un papel vital en su manejo (Eliopoulos y otros, 
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2022). Según Sepulveda (2019) los hongos más destacados en este ámbito son: 

Beauveria, Paecilomyces y Metarhizium. 

El control biológico mediante hongos entomopatógenos, ha sido intensamente 

estudiado durante el último siglo; de manera general, se han desarrollo métodos 

inundativos, con la inoculación masiva de hongos para lograr un efecto eficaz en plagas. 

Para la obtención de las cepas de estos hongos, se toman muestras de terrenos sin 

alteraciones producidas por el hombre, así como también a partir de muestras de 

insectos parasitados, estas cepas posteriormente se purifican (Sepulveda, 2019). 

Sin embargo, la eficiencia de los hongos entomopatógenos para el control 

biológico de plagas, puede ser afectado por factores externos abióticos (humedad 

relativa, temperatura, radiación, e interacción con otros organismos biocontroladores) 

según Velasquez et al., (2014). 

Hongos entomopatógenos en el control biológico 

Actualmente es reconocido el rol que juega la biodiversidad en los 

agroecosistemas puesto que ofrece varios servicios ecosistémicos. Los hongos 

entomopatógenos, como Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana, se han 

posicionado como los principales enemigos naturales de las plagas en los 

agroecosistemas, por lo que, son considerados como los antagonistas más aceptados 

para el futuro sostenible de la agricultura (Meiling & Eilenberg, 2007). Motta y Murcia 

(2011) manifiestan que el 80% de las enfermedades que ocurren naturalmente sobre los 

insectos en el ecosistema son provocadas por la acción de microorganismos, eso sí, 

dependiendo de la susceptibilidad que presente el hospedero o a su vez, de la 

asociación patógeno-hospedero, ya que se da una selección natural especializada con 

respecto al hospedador.   

Beauveria bassiana 
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B. bassiana es un hongo sin una forma específica, que genera conidios hialinos 

en forma esférica. Es reconocido como un patógeno con especificidad para artrópodos 

(Hoog, 1972). Pertenece a la clase Deuteromycetes, de la familia Monilaceae. Este 

hongo tiene la capacidad de habitar y proliferar en diversas condiciones climáticas, 

geográficas y ambientales en todo el planeta, por lo que puede afectar hasta 700 

especies insectiles, por lo que, se ha evaluado su potencial a nivel de laboratorio (Vivas, 

2003). 

Recientemente, se han realizado esfuerzos para evaluar el potencial de los 

hongos como agentes de biocontrol contra importantes vectores artrópodos (Guan et  

al., 2013). Se ha demostrado que, Beauveria bassiana, es muy eficiente en el control de 

garrapatas, especialmente sobre R. microplus, manifestó Del Pozo et al., (2018). El 

estudio de Guan et al., (2013), determinó, que las hembras de R. microplus tratadas con 

B. bassiana (B.bAT17) redujeron significativamente la cantidad de puesta de huevos; y 

la mayoría morían antes de que pudieran comenzar a ovipositar 

Tabla 2  

Condiciones para el crecimiento de B. bassiana 

Nota: Tomado de Fernandez (2020) y Bermeo (2022). 

Factor Descripción 

pH Entre 5.7 y 5.9 

Temperatura óptima  25 y 28 °C 

Rangos máximos de temperatura 8 a 35 °C 

Humedad relativa óptima 94%  

Límites de humedad relativa 34 a 100% 

Necesidad nutricional Fuentes de nitrógeno: peptona; fuentes de 

energía: sacarosa, glucosa, almidón, pectina. 

pH Entre 5.7 y 5.9 

Temperatura óptima  25 y 28 °C 
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Mecanismo de acción. Durante la fase de patogenia, las hifas en desarrollo de B. 

bassiana liberan enzimas hidrolíticas extracelulares que ayudan a la penetración de 

hongos en el tegumento de los insectos o artrópodos y factores de virulencia que 

desactivan y desmoronan el sistema inmunitario del huésped, lo que conduce a su 

muerte (Keswani et al., 2015). La forma de infección y muerte de los hongos sobre 

Rhipicephalus microplus se divide en seis etapas (Alonso & Salas, 2021): 

reconocimiento, adhesión, germinación, penetración, invasión y colonización; muerte de 

la garrapata y emergencia sobre la cutícula. 

Figura 3  

Formas de infección y muerte de los hongos sobre R. microplus 

 

Nota: Recuperado de Alonso y Salas (2021). 

El desarrollo de la micosis se desarrolla en tres etapas. La inicial y también la 

más crítica, es la adhesión de la conidia en conjunto con la penetración de la cutícula 

que se da por acción de hidrolasas (quitinas y lipasas) encargada de degradar la 

cutícula y atravesar la barrera antimicrobiana del hospedero, además de la fuerza 

mecánica ejercida por las hifas del hongo. En la siguiente etapa las hifas penetran en la 
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hemolinfa, crecen dentro de los órganos internos y salen al exterior del cadáver del 

hospedador para formar el micelio y los conidios (Holder & Keyhami, 2005).  

B. bassiana produce una variedad de toxinas, que son metabolitos secundarios 

como beauvericina, bassianina, bassianolida, beauverolidas, tenellin, oosporein y ácido 

oxálico. Estas toxinas ayudan a B. bassiana para parasitar y matar a los anfitriones 

(Cheng et al., 2021).  

Reactivación del hongo 

Para desarrollar programas de control de insectos plagas mediante hongos 

entomopatógenos es necesario obtener formulaciones que conserven sus 

características al ser utilizadas en campo (Aparecida et al., 2006). Los estudios 

determinan la viabilidad y eficacia de estos microorganismos para obtener un producto 

de alta calidad al final, no obstante, para que estos sean reactivados en el insecto al 

que se dirigen se debe tener en cuenta sus propiedades patogénicas y su virulencia 

potencial (Bustillo & Patricia, 2002). 

Evaluación del efecto ovicida sobre huevos 

Dosis letal media (DL50) 

Es un término utilizado en toxicología y farmacología para medir la cantidad o 

dosis de una sustancia que se necesita para causar la muerte del 50% de un grupo de 

organismos o sujetos de prueba en un período de tiempo determinado. En otras 

palabras, es una medida de la toxicidad aguda de una sustancia, como un químico, 

medicamento o veneno (Organización Marítima Internacional, 2006) (Secretaría de 

Gobernación Mexicana, 1988). 

Tiempo letal medio 50 (TL50) 
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Es un término que se utiliza para medir la letalidad o toxicidad de una sustancia 

al referirse al tiempo necesario para que el 50% de un grupo de organismos o sujetos 

de prueba mueran debido a la exposición continua o repetida a dicha sustancia 

(Bermeo, 2022). 

Concentración letal 90 (CL90) 

Es un término que se utiliza para medir la letalidad o toxicidad de una sustancia 

al referirse a la concentración necesaria de esa sustancia en un medio (como el agua o 

el aire) para causar la muerte en el 90% de los organismos o sujetos de prueba 

expuestos durante un período de tiempo específico (Delgado, 2016). 

Bioensayos 

Es un experimento o prueba diseñada para evaluar el efecto de una sustancia o 

un agente en organismos vivos. Los bioensayos se utilizan comúnmente en diversas 

áreas de la ciencia, como la toxicología, la ecología, la farmacología y la investigación 

biomédica, para determinar la respuesta biológica a diferentes condiciones o estímulos 

(Contero & Felicita, 2006). Se utilizan para el monitoreo de causas y sus efectos 

(Correa, 2006). Los resultados pueden incluir beneficios, pero también aspectos 

negativos, ocasionando la toxicidad o muerte del organismo evaluado (Cervantes et al., 

2007).  

Mulch 

Se refiere a una capa de material orgánico o inorgánico que se coloca sobre el 

suelo en jardines, huertos u otras áreas plantadas. El mulch tiene varios propósitos 

beneficiosos para las plantas y el suelo, y es ampliamente utilizado en la jardinería y la 

agricultura. El mulch puede ser de diferentes tipos, como materiales orgánicos (por 
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ejemplo, restos de poda, hojas, paja, corteza de árbol) o materiales inorgánicos (como 

plástico, piedras o grava) (Frutos, 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo III 

Materiales y Métodos 

Ubicación del lugar de la investigación 

Ubicación política 

La investigación tuvo lugar en la Estación Experimental Santo Domingo, INIAP; 

la cual se encuentra ubicada en el Km 30 Vía Santo Domingo- Quinindé, Cantón la 

Concordia, Provincia de Santo Domingo de los Tsáchilas. 

Ubicación geográfica  

Figura 4  

Ubicación geográfica de la zona de investigación. 
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Ubicación ecológica 

Temperatura media anual:     24.2   ºC 

Precipitación media anual:     3446.4 mm/año 

Heliofanía media anual     :     704.4 horas luz/año 

Humedad relativa               :     87 % 

Altitud                                   :    300 msnm  

Topografía                            :    Regular  

Suelos                                    :    Franco Arenosos 

Zona de vida Holdridge       :    Bosque Húmedo Tropical (bh-T) 

Materiales 

Tabla 3   

Insumos, materiales y equipos utilizados en laboratorio 
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Tabla 4   

Insumos, materiales y equipos utilizados en campo 

Métodos 

Insumos Materiales Equipos 

Papa Dextrosa Agar Vidriería de laboratorio Cámara de flujo laminar  

Alcohol  Asas  Autoclave 

Cepas de Beauveria Micropipetas Microscopio  

Tween  Puntas Estereoscopio  

Agua destilada  Guantes Estufa 

Cloranfenicol Mascarillas  Balanza analítica 

 Cofia Centrifuga  

 Cubre Zapatos Refrigeradora  

 Cámara de Neubauer Agitador orbital 

 Mechero Destilador de agua  

 Algodón   

 Papel toalla  

 Atomizador  

 Gradillas  

 Fundas de polipropileno  

Insumos Materiales Equipos 

Agua destilada Vidriería de laboratorio Termómetro  

Agua filtrada  Jeringas de 10 ml Computadora 

Sustrato estéril Papel aluminio   

Sustrato no estéril Pipetas   

Mulch  Palillo de dientes  

 Fundas de vivero 6*8    
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Diseño experimental 

Factor a evaluar. Los factores que se estudiaron en el proyecto de integración 

curricular para determinar el efecto ovicida que tiene el hongo entomopatógeno fueron 

la dosis letal media (DL 50) y el uso en campo (DL 90) y el tiempo letal media (TL 50). 

Tratamiento a comparar 

A continuación, en la tabla 5 se presentan lo factores y niveles propuestos: 

Tabla 5  

Factores y niveles propuestos en la evaluación del efecto ovicida de Beauveria spp sobre 

huevos de garrapata en invernadero 

Tratamiento Descripción Descripción 

Dosis hongo 

f0 0 conidias/ml (Testigo) 

f1 1×103 conidias/ml 

f2 1×10 
4conidias/ml 

f3 1×105
 conidias/ml 

f4 1×106 conidias/ml 

f5 1x107 conidias/ml 

 Suelo y mulch estéril 

Sustrato Suelo y mulch no estéril 

 

Tabla 6  

Tratamientos evaluados para obtener la Dosis Letal media (DL 50) y de uso en campo (DL90). 

Tratamiento Descripción del tratamiento 

T1 Beauveria 1*103 + Sustrato Estéril 

T2 Beauveria 1*104 + Sustrato Estéril 

T3 Beauveria 1*105 + Sustrato Estéril 

T4 Beauveria 1*106 + Sustrato Estéril 

T5 Beauveria 1*107 + Sustrato Estéril 

T6 Beauveria 1*103 + Sustrato 
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T7 Beauveria 1*104 + Sustrato 

T8 Beauveria 1*105 + Sustrato 

T9 Beauveria 1*106 + Sustrato 

T10 Beauveria 1*107 + Sustrato 

 

Tabla 7  

Tratamientos evaluados para obtener el Tiempo Letal Medio (LT50) 

Tratamiento Descripción del tratamiento 

T1 Beauveria 1*107 + Huevos depositados en el día 0 

T2 Beauveria 1*107 + Huevos depositados en el día 2 

T3 Beauveria 1*107 + Huevos depositados en el día 4 

T4 Beauveria 1*107 + Huevos depositados en el día 6 

T5 Beauveria 1*107 + Huevos depositados en el día 8 

T6 Beauveria 1*107 + Huevos depositados en el día 10 

T7 Beauveria 1*107 + Huevos depositados en el día 12 

T8 Beauveria 1*107 + Huevos depositados en el día 14 

 

Tipo de diseño 

El diseño experimental Completamente al Azar DCA. 

Análisis estadístico 

Para determinar el efecto ovicida sobre huevos de Rhipicephalus microplus, se 

utilizó un Diseño Completamente al Azar con cuatro observaciones, las diferencias 

significativas se discriminarán mediante Tukey (P ≤0,05); teniendo un total de 40 

unidades experimentales en la obtención de la dosis letal media (DL 50) y de uso en 

campo (DL90), y 32 para la obtención del tiempo letal media (TL 50). 

Además, se calculó la regresión entre los niveles de infestación y el porcentaje 

de mortalidad para determinar la concentración letal media (DL50) y los limites 

fiduciales (intervalos de confianza), se realizó mediante el análisis PROBIT. 
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Croquis del diseño en campo 

Figura 5  

Distribución de las unidades experimentales del ensayo 

 

Variables medidas 

Efecto ovicida 

El efecto ovicida de los huevos de garrapata se evaluó mediante la observación 

continua de un mes, cada 5 días en el caso de la determinación de la dosis letal media 

(DL50) y el uso en campo (DL90) con las diluciones del hongo entomopatógeno (1x104, 

1x105, 1x106, 1x107 conidias/ml por kilo de suelo). En la determinación del tiempo letal 

medio (TL50) se evaluó cada dos días con la dilución del hongo entomopatógeno (1x107 

conidias/ml por kilo de suelo). Se determino el efecto ovicida contando el número de 

huevos infectados con presencia de estructura del hongo y al mismo tiempo los que no 

eclosionaron mediante la observación en el microscopio y estereoscopio de campo. 

Determinación de la concentración de esporas mediante conteo de conidias 

El conteo de conidias permite determinar la concentración de esporas. Se realizó 

sobre la cámara de Neubauer colocando 10 µl de una solución seriada de la cepa de 

Beauveria Spp 10-2 y se cubrió con el portaobjeto dejando reposar 5 minutos antes de 

proceder a realizar las lecturas en el microscopio. Con el objetivo 40X se realizó dos 

repeticiones de las lecturas de los cuatro cuadrantes, se pondero las conidias presentes 
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en 5 cuadrantes y se obtuvo el total de datos. Por último, se aplicó la formula ajustada 

por Báez et al., (2019): 

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑜𝑛 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑛𝑖𝑑𝑖𝑎𝑠 (
𝑐𝑜𝑛𝑖𝑑𝑖𝑎𝑠 

𝑚𝑙
) = Σ ∗ 10000 ∗ 16 ∗ 𝐹𝐷 

Donde: 

Σ: promedio de las 20 lecturas por área de conteo. 

PD: Factor de dilución (inverso de la dilución cuantificada). 

16 y 10 000: Constantes para cuadrantes laterales.  

Dosis letal media (DL50) y su uso en campo (DL90) 

Utilizando la técnica de diluciones se asperjó 10 ml de dilución en 

concentraciones de 1x103, 1×104, 1×105, 1×106, 1×107 conidias/ml por kilo de sustrato, 

cada dilución constó con cuatro repeticiones tanto para sustrato estéril y no estéril, así 

mismo se dispuso de un testigo absoluto, en total se preparó 41 unidades 

experimentales. Las aplicaciones se realizaron 24 horas después de ubicar los huevos 

en las fundas de vivero. La dilución será elaboró al momento de la aplicación. Para 

determinar el volumen de las concentraciones se aplicó la formula ajustada por 

(Donoso, 2020). 

𝐷𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑙𝑎𝑠 𝑠𝑜𝑙𝑢𝑐𝑖𝑜𝑛𝑒𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑑𝑎𝑠: 𝐶1 ∗ 𝑉1 = 𝐶2 ∗ 𝑉2 

Donde:  

C1, C2: Concentración 1 y 2. 

V1, V2: Volumen 1 y 2. 
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Las evaluaciones se realizaron cada cinco días durante un mes, observando la 

cantidad de huevos infectados mediante un estereoscopio de campo. En la última 

observación del mes los huevos fueron trasladados al laboratorio para respaldar los 

datos mediante fotografías de los mismos. La eficiencia de cada aplicación se determinó 

siguiendo la fórmula descrita por Higes et al., (1997). 

E (%) = VD× 100/ VT 

E (%):  Eficiencia de aplicación. 

VD:  Número de huevos parasitados 

Vt:  Número total de huevos 

Tiempo Letal Medio (TL50) 

Se asperjó 10 ml de una solución de conidias en concentración 107 por funda de 

1 kg de sustrato sin esterilizar y posteriormente se colocó 100 huevos por funda. Los 

huevos se colocaron en fundas separados con intervalos de dos días durante dos 

semanas con el fin de observar hasta cuantos días hay suficientes conidias para 

destruir los huevos.  

Luego de 12 días de colocarse los huevos en las unidades experimentales fueron 

colectados y mediante confirmación visual se contó los huevos destruidos por hongos. 

Métodos  

Fase de laboratorio 

Recolección de garrapatas. Se colectaron garrapatas de la especie 

Rhipicephalus microplus en la fase teleogina directamente de la piel del bovino en la 

finca que se seleccionó, ubicada en el Km 23 vía los Bancos, las Mercedes, Provincia 
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de Santo Domingo De los Tsáchilas. Se procedió a realizar un examen visual 

determinando las zonas más afectadas en el animal, que generalmente son la ubre, 

tabla del cuello, flancos, abdomen, patas traseras, delanteras y en algunos casos las 

axilas y ancas. Identificado el ectoparásito, se realiza la extracción con el uso directo de 

los dedos índice y el pulgar, asimilando el uso de pinzas de disección, se tomó el 

cuerpo de la garrapata lo más cerca de la cabeza y la piel del animal, luego se aplica 

una fuerza de tracción constante y fijada perpendicular a la piel hasta finalmente extraer 

el ectoparásito, tomando en cuenta que no se quede alguna parte de la garrapata 

dentro de la piel del animal (Jimenez & De la Cruz, 2017), para luego ser transportadas 

al laboratorio de protección vegetal INIAP.   

 Se tomaron 40 garrapatas, sin aplicación de ixodicidas durante un periodo 

aproximado de 10 días, las mismas que se destinaron a la producción de huevos para la 

reactivación de Beauveria spp, estas fueron colocadas en cajas Petri.  

Producción de huevos. Para la producción de huevos de garrapatas en el 

laboratorio se empleó la metodología utilizada por Bravo y Carranza (2022), se tomaron 

10 garrapatas teleoginas por caja Petri durante 7 días, incubándose a una temperatura 

de 26 a 27oC con una humedad relativa del 70%, en el laboratorio de protección vegetal 

de la EESD. Se observó que las teleoginas ingurgitadas comenzaron con la ovoposición 

desde el día 2 de incubación. 

Reactivación del hongo y pruebas preliminares. Con la obtención de huevos 

de garrapata se realizaron ensayos con la finalidad de reactivar el hongo 

entomopatógeno y determinar si existe alguna interacción de hongo entomopatógeno- 

huevo. Se colocó cierta cantidad de huevos en 5 cajas Petri cada una con su respectiva 

cámara de humedad con las cepas de Beauveria spp, que posee la EESD.  
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Se realizó una solución madre, la cual consistió en preparar 1 tubo de ensayo 

con 9 ml de agua destilada, a esto se le añadió 1 gota de Tween 80 y se esterilizó en la 

autoclave por 20 minutos a una temperatura de 120 °C y una presión de 1 atmosfera. A 

continuación, se pesó 4gr de las cepas del hongo entomopatógeno ya incubadas, se 

preparó una suspensión de esporas colocando los 4 gr en el tubo de ensayo con la 

solución de Tween 80, para luego ser agitado en el vortex durante un minuto, con la 

ayuda de una jeringa de insulina se tomó 1 ml de la solución madre y se administró en 

todos los huevos de las cajas Petri. 

Repique de huevos contaminados con el hongo entomopatógeno. Después 

de haber trascurrido 10 días posteriores a la aplicación de conidias de Beauveria spp. 

se observaron las primeras estructuras del hongo entomopatógeno. Con estos 

resultados se procedió a realizar el repique de los huevos contaminados por el hongo. 

Se preparo medios de cultivo (PDA), para lo cual, previamente se limpió correctamente 

la cámara de flujo laminar y se colocaron todos los materiales a utilizar: un mechero 

encendido, un asa, un vaso de precipitación con alcohol, cajas Petri con PDA 

anteriormente preparadas y se continuó con el proceso del repique. Todo el proceso se 

lo llevo a cabo con el mechero encendido, donde se abrió la caja que contenía los 

huevos infectados y con el asa previamente desinfectada se tomó los huevos 

contaminados por el hongo y se colocó en una nueva caja Petri con PDA hasta 

completar las cajas necesarias.  

Repique de cepas de hongos entomopatógenos. Se tomó las mejores cepas 

del hongo entomopatógeno que se activó con la finalidad de purificarlo más, se realizó 

la toma de pequeñas muestras de cada cepa para ser sembradas en un nuevo medio 

de cultivo (PDA), al momento de realizar esta práctica, previamente se limpió 

correctamente la cámara de flujo laminar, se procedió a colocar todos los materiales a 

utilizar, se hizo uso del mechero encendido, un asa, vaso de precipitación con alcohol, 
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cajas Petri con medio de cultivo (PDA) y se continuo con el proceso de repique. Esta 

actividad se realizó cerca del mechero, se abrió la cepa y con el asa ya desinfectada se 

tomó un poco de micelio y se colocó en una nueva caja Petri con PDA hasta completar 

las cajas Petri que se necesita. 

Tiempo de supervivencia de conidias en el sustrato. Se tomó 5 submuestras 

de 1 g del sustrato colonizado con la especie de hongo entomopatógeno; luego se 

colocó la muestra en un tubo de ensayo con 9 ml de solución estéril con Tween 80. La 

suspensión obtenida corresponde a la dilución 10-1. Posteriormente, se agitó 

fuertemente hasta que la muestra se disperse completamente. A partir de la dilución 10-

1, realizar diluciones seriadas (hasta 10-6), tomando una muestra de 1000ul y colocar 

en un nuevo tubo de ensayo, sucesivamente. Luego se sembró por triplicado 100ul de 

las diluciones obtenidas en el medio PDA, se extendió la muestra en toda la superficie 

de las cajas Petri, para a continuación dejarlas incubando a 24°C hasta que las 

colonias sean visibles para su conteo de cinco a siete días. 

Se seleccionó la dilución adecuada para realizar el conteo, se recomienda 

que existan de 10 a 100 colonias por placa Petri; se contó el número de colonias en las 

tres placas Petri de la dilución seleccionada y se promedió el número de colonias 

registrado en las tres repeticiones y calcular las UCF mediante la fórmula  

UFC / g o ml = Promedio # de colonias x factor de dilución. 

Toma de datos. Ya colocados los huevos y dispersado las diluciones 

establecidas en los tratamientos para determinar la DL50 Y DL90, se realizó toma de 

muestras cada 5 días por un mes, en cada toma los huevos fueron llevados al 

laboratorio para ser observados mediante el microscopio y estereoscopio para 

contabilizar el número de contaminados. Todas las tomas se realizaron de acuerdo al 

ciclo biológico del ectoparásito, tomando en cuenta que la eclosión va de 14 a 60 días 
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(Diaz & Agustin, 2022). Una vez terminado el ciclo del huevo, se contabilizó aquellos 

que no eclosionaron y se los observó en el estereoscopio para determinar si existían 

estructuras del hongo entomopatógeno. 

 Para determinar el TL50, en campo se tomó la muestra de suelo cada dos días 

y se colocó los huevos en cada muestra, este proceso se realizó durante 12 días, en el 

laboratorio mediante diluciones seriadas las muestras de suelo fueron dispensadas en 

PDA, de esta manera se determinó el número de colonias que existen en el sustrato. 

Para determinar el número de huevos infestados, estos fueron observados en el 

microscopio y estereoscopio y se estableció el tiempo en el que obtuvo más huevos 

contaminados.   

Fase de campo 

Preparación del invernadero. La Estación Experimental Santo Domingo INIAP, 

está equipada con invernaderos de reproducción vegetal, en el invernadero donde se 

realizó la investigación se preparó el lugar con una limpieza y correcciones de la 

estructura para evitar que algún factor tanto interno o externo influya en la investigación. 

Se estableció el área a ocupar de 7 m x 9 m y se armó una elevación de 20 cm con una 

base de tablas para evitar en contacto con organismos externos. 

Preparación del sustrato. Se utilizó sustrato estéril y no estéril, para esterilizar 

se llenaron 5 fundas de 5 kg y se colocó en el autocla ve por 1 hora. El sustrato no 

estéril se llenó directamente en fundas de vivero de 1 kg, para determinar la dosis letal 

media (DL50) y (DL90), se emplearon 40 fundas, 20 fundas con sustrato estéril y 20 sin 

esterilizar para obtener los 10 tratamientos y cuatro repeticiones.  Para la determinar el 

tiempo letal medio (TL50), se emplearon 32 fundas de sustrato no estéril para obtener 8 

tratamientos con 4 repeticiones. 
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Esterilización del mulch. Se utilizó como fuente de mulch 1 kg material vegetal 

de gramíneas. Se esterilizó por 1 hora en la autoclave. El material vegetal se utilizó 

después de la puesta de huevos, como una cubierta de la radiación solar para las 

conidias del hongo entomopatógeno y los huevos de la garrapata. 

Puesta de huevos en campo. Una vez que se realizó la puesta de huevos de 

las hembras teleoginas, se contó 100 huevos bajo el estereoscopio, los cuales se 

pesaron en una balanza analítica para determinar su peso promedio. Tomando en 

cuenta la referencia del peso, se procedió a obtener las muestras para cada tratamiento 

y repetición, posteriormente se colocó en campo en las fundas con sustrato a capacidad 

de campo para mantener la humedad y la temperatura ideal para su viabilidad y se 

cubrió con el mulch. Se colocaron 73 muestras de 100 huevos en todos los 

tratamientos. 

Capítulo IV 

Resultados y Discusión 

Prueba antagonista entre Beauveria spp y huevos de garrapata 

Figura 6  

Evaluación del efecto ovicida, entre el hongo entomopatógeno y huevo. 

Efecto del hongo entomopatógeno sobre los huevos (Días 10 a 11) 
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Nota: Evaluaciones del efecto ovicida entre Beauveria spp y huevo de garrapata en la 

primera fila corresponde a huevos totales ovipositados por una hembra adulta con estructura 

del hongo, determinándose estructuras a los días 10 a 11. 

En los diferentes ensayos realizados en cajas Petri con huevos ovipositados ya 

inoculados con el hongo entomopatógeno se evidenció un crecimiento no equitativo en 

los huevos. En la figura 6 se muestra un porcentaje de huevos contaminados entre el 

día 10 al 11, con la ayuda del estereoscopio se observaron sus estructuras. Se mantuvo 

la observación del crecimiento del hongo hasta el día 21, para determinar si existía un 

mayor grado de infestación, en este caso se determinó que el hongo entomopatógeno 

tiene capacidad de penetrar la estructura del huevo entre el día 6 y 10 post-oviposición.  

Dosis infectiva ideal en el sustrato estéril y no estéril 

Tabla 8.   

Dosis infectiva ideal en sustrato estéril y no estéril 

Tratamientos x̄ huevos infestados D.E. 

Beauveria 1*103 + Sustrato estéril 6,54 bcd ± 2,25 

Beauveria 1*104 + Sustrato estéril 5,71 cd ± 4,14 

Beauveria 1*105 + Sustrato estéril 8,32 bc ± 4,14 

Beauveria 1*106 + Sustrato estéril 7,21 bcd ± 3,13 

Beauveria 1*107 + Sustrato estéril 14,14 a ± 6,88 

Beauveria 1*103 + Sustrato no estéril 5,29 cd ± 2,66 

Beauveria 1*104 + Sustrato no estéril 10,07 b ± 6,10 

Beauveria 1*105 + Sustrato no estéril 4,25 d ± 1,48 

Beauveria 1*106 + Sustrato no estéril 4,11 d ± 1,40 

Beauveria 1*107 + Sustrato no estéril 6,71 bcd ± 3,92 

Nota: Medias con una letra común no son significativamente diferente, Tukey (p-Valor < 0,001). 
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En la Tabla 8 se presenta el efecto de las concentraciones de Beauveria spp., 

Este proceso se realizó con la obtención de una solución madre de 7.42x108, a la cual 

se realizó diluciones seriadas, para obtener las concentraciones con las que se planteó 

el estudio las cuales fueron: x107, x106, x105, x104, x103. Cada concentración consto de 

un tratamiento y cuatro repeticiones. Las muestras de huevos (100), fueron colocados 

24 horas antes de la aplicación de las soluciones en el sustrato, ya aplicada las 

soluciones en los tratamientos y repeticiones fueron cubiertos con el mulch. Estos 

fueron observados cada 5 días en el estereoscopio de campo por un periodo 20 días.  

Dosis infectiva en sustrato estéril 

En la tabla 8 se presenta los resultados de infestación de huevos de R. 

microplus en sustrato estéril, con las concentraciones: x107, x106, x105, x104, x103 

conidias/ml del hongo entomopatógeno. Con relación a la eficacia de infestación, se 

determinó diferencias estadísticas entre la concentración 1x107 respecto al resto de 

concentraciones con un promedio de 14.14 de huevos infestados por el hongo 

entomopatógeno, de esta manera se puede determinar que esta es la dosis infectiva 

ideal.   

Existe patogenicidad por parte de hongos entomopatógenos sobre huevo de R. 

microplus. Rivera et al., (2021) determinaron en su estudio que cepas de Metarhizium. 

anisopliae presentaron un mayor porcentaje de micosis que Cordyceps bassiana, donde 

se obtuvo un mayor porcentaje de micosis entre 90.80 y 100% para Metarhizium 

anisoplae y para Cordyceps bassiana un 34.55 y 89.63% estos resultados en huevo de 

3 días de edad a una concentración de 1x107 conidios/mL. 

Un estudio realizado por Arguedas et al., (2008) determinaron la eficacia de 

Metharrizium anisopliae sobre la reducción de eclosión de los huevos Boophilus 

microplus que fueron tratados a una concentración de x108, x109, x1010 estas 
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concentraciones fueron aplicadas en 1 gr de huevos. Obteniendo una eclosión de 82.73 

% a una solución de x108, y una eclosión 79.50 % a una solución de x109 y por último 

una eclosión de 78.62 % a una solución de x109. 

Dosis infectiva en sustrato estéril 

Figura 7  

Dosis infectiva ideal en sustrato estéril y no estéril 

 

En la tabla 8 se presenta los resultados de infestación del hongo 

entomopatógeno sobre huevos de garrapata R. microplus en sustrato no estéril tratados 

con las concentraciones: x107, x106, x105, x104, x103 conidias/mL del hongo 

entomopatógeno. Con relación a la eficacia de infestación, se determinó diferencias 

estadísticas entre la concentración 1x107 respecto al resto de concentraciones con un 

promedio de 6.71 de huevos infestados por el hongo entomopatógeno de esta manera 

se determinó que es la dosis infectiva ideal en suelo no estéril. Kaaya et al., (1996) 

explica en su estudio que Beauveria Bassiana y Metarhizium anisoplae indujeron una 

mortalidad en adultos, la fecundidad y la eclosión de los huevos en Rhipicephalus 
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appendiculatus. Se debe tener en cuenta que en estos tratamientos el hongo 

entomopatógeno esta propenso a la actividad de otros organismos que se encuentran 

en el suelo debido que en estos tratamientos no se esterilizo el suelo. En su estudio 

Vega (2018), menciona que hongos endófitos pueden afectar el establecimiento de otro 

hongo como Beuaveria bassiana, además estos pueden influir en su establecimiento y 

aspectos que estén asociados con el hongo como la especie, cepa, concentración de 

inoculo. 

Factor de correlación para Dosis letal de Beauveria spp en suelo estéril 

Figura 8  

Determinación dosis letal respecto al porcentaje de infestación y mortalidad en suelo estéril 

 

Se aplicó un factor de correlación aplicado en farmacología en la figura 8 que 

permite el cálculo de dosis con pocas muestras permitiendo proyectar una distribución 

sigmoidea de los datos para su interpretación. Los datos no alcanzaron una mortandad 

del 50% de los huevos, por lo cual Beauveria spp no tiene DL50 de control ovicida, por 

lo que no se aplica Probit. Del total de huevos inoculados en todos los tratamientos y 

sus repeticiones, se determinó que el control máximo alcanzado fue de un 20 % de 
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huevos (DL20), con la dosis máxima de concentración de esporas que fue de 7.42x107. 

El factor de corrección empleado en los datos para mostrar una distribución sigmoidea 

permite mostrar de manera armónica del aumento de mortandad que se observa 

conforme aumenta la dosis (concentración de conidias), teniendo una mortalidad de 

huevos de 0.6 % a una dosis 7.42x103, una mortalidad de 1.8 % a una dosis de 

7.42x104, una mortalidad de 4% a una dosis 7.42x105, una mortalidad de 7% a una dosis 

7.42x106 y obteniendo el 20 % de mortalidad con una dosis de 7.42x107.  

Valvuena y Alzate (2007) mencionan en un estudio sobre la efectividad de 

Beauveria spp en larvas de garrapata, determinando la DL50 que fue de 1.36x103 

conidias/ml y una DL90 de 9.94x108 conidias/ml, demostrándose una buena eficacia sin 

utilizar concentraciones más altas.  

De igual manera se identificó que la infestación de los huevos por parte del 

hongo entomopatógeno es mayor mientras aumenta la dosis de la solución, 

describiendo una infestación de un 9% a una dosis de 7.42x103, una infestación de 20% 

a una dosis de 7.42x104, una infestación de 38% a una dosis 7.42x105, una infestación 

de 57% a una dosis 7.42x106, y obteniendo el 85% de infestación con una dosis de 

7.42x104. Herrera y Romero (2022) menciona en su estudio que la DL50 de Beauveria 

spp es de 1.18x103 esporas/ml. 

 Gindin et al., (2009), mencionaron que la eficacia ovicida de dos hongos 

hifomicetos entomopatógenos: Metarhizium anisopliae variedad acridum y anisoplae, 

redujeron los porcentajes de eclosión de los huevos de tres especies de garrapatas al 0-

32% en comparación con el 80-90% en los huevos del control. Determinando que son 

muy virulentos para huevos de garrapata, reduciendo los porcentajes de eclosión al 2-

6%. 
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Tabla 9.   

Infestación y mortalidad de huevos de garrapata R. microplus por el efecto de B. bassiana a 

diferentes concentraciones. 

Concentración Infestación (%) Mortalidad (%) 

Testigo 0 0 

x103 9 0.6 

x104 20 1.8 

x105 38 4.1 

x106 57 7.1 

x107 85 20 

 

Factor de correlación de la Dosis letal en suelo no estéril 

Figura 9.  

Determinación dosis letal respecto a porcentaje de infestación y mortalidad en no suelo estéril 

 

Comparando la figura 9, las sigmoides del suelo no estéril podemos observar 

que la distribución de la mortalidad es prácticamente la misma, lo cual nos permite 
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observar que no existe un bloque de la actividad de Beauveria sp por parte de los 

organismos presentes en la distribución sigmoide. 

Comparando las curvas sigmoides de infestación observamos que en el suelo no 

estéril existe una mayor cobertura de hifas sobre los coriones de los huevos, estas hifas 

pueden corresponder a la presencia de otros hongos saprofitos presentes en el suelo 

los cuales crecen sobre el corion del huevo, pero no inhiben la germinación del mismo. 

Nunez et al., (2019) en su estudio de investigación determinaron que existe una 

reducción significativa con las cepas de Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana, 

logrando reducir significativamente los índices reproductivos. Demostrando que 

Metarhizium anisopliae disminuye la eclosión de los huevos en un 21.78% y Beauveria 

bassiana en un 23.37% estos datos no presentaron diferencias significativas. 

Tabla 10.   

Infestación y mortalidad de huevos de garrapata R. microplus por el efecto de B. bassiana a 

diferentes concentraciones. 

Concentración Infestación (%) Mortalidad (%) 

Testigo 0 0 

x103 6 0.5 

x104 21 1.8 

x105 29 3.5 

x106 25 7.1 

x107 32 20 

 

Figura 10.  

Observación de estructuras de Beauveria bassiana para determinar la dosis letal en sustrato 

estéril no estéril. 
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Dosis letal/ suelo estéril y no estéril 

x103 

 

x104 

 

x105 

 

x106 

 

x107 

 

Número de huevos infestados y concentración de conidias en el suelo 

Tabla 11.   

Relación de huevos infectados y concentración de conidias en el suelo 

Tiempo 
x̄ huevos 

infestados 
D.E. 

x̄ conidias en 

suelo 
D.E. 

Día 2 2 c ±1,7 3,7 ab ±1,2 

Día 4 5 bc ±1,3 2,7 ab ±2,4 

Día 6 17 ab ±8,9 2,0 b ±1,3 

Día 8 22 a ±5,5 1,8 b ±2,9 

Día 10 22 a ±5,5 1,6 b ±0,08 
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Nota: Medias con una letra común en la misma columna no son significativamente diferente, 

Tukey (p-Valor < 0,001).  

En la tabla 11, se presenta el promedio entre huevos infectados y el número de 

conidias presentes en el suelo con respecto al tiempo. Se determinó que el promedio de 

huevos infestados haciende mientras transcurren los días, esto se asimila que mientras 

más maduro está el huevo de la garrapata es más propenso a infestarse con el hongo 

entomopatógeno. Rivera et al., (2021) en su evaluación de la micosis de Metarhizium 

anisoplae sobre huevos de R. annulatus ultimaron que los huevos más jóvenes son 

menos susceptibles a infecciones por los hongos entomopatógenos de la especie 

Metarhizium anisoplae a concetraciones de 2.5 x105 y 2.5 x106 conidias/cm2. La micosis 

de los huevos de mayor edad alcanzó un 98 a 100%, mientras que huevos más jóvenes 

fue de 23 a 35%. Otro estudio realizado por Gindin et al., (2009), también da a conocer 

que huevos de garrapata más viejos tenían mayor susceptibilidad a la infección por 

hongos entomopatógenos comparado a los huevos jovenes. 

Figura 11.  

Tiempo letal (50) en relación de numero huevos infectados y conidias presentes en el suelo 
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Según lo observado en la figura 11, el número de huevos infestados incrementa 

desde el día 6 pero se evidencia una mayor infestación entre los días 8 y 10 posterior a 

la aplicación de la solución. Estos resultados tienen similitud con los reportados por 

(Rivera, y otros, 2021) que hongos entomopatógenos Metarhizium anisoplae y 

Cordyceps bassiana a concentraciones de 1x107 conidias/mL causan efectos 

perjudiciales a los huevos de garrapata R. microplus de tres, ocho y diecisiete días de 

edad. 

Figura 12.  

Tiempo letal (TL) concentración de conidias en el suelo. 

 

La toma de datos se realizó durante 10 días, cada 2 días se tomó muestras de 4 

gr del sustrato, se empleó como dosis máxima 7.42x107, sin embargo, se observó que 

al realizar la prueba de Unidad Formadoras de Colonias (UFCs) del sustrato su 

concentración alcanzó 4.0x108, este incremento se da debido a que al permearse el 

agua en el sustrato las conidias se quedaron en la superficie del suelo ocasionando el 

incremento de concentración en un exponencial. 
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 Partiendo de la concentración máxima en un lapso de 10 días cae la 

concentración de conidias 3.50x108 a 1.50x108, de esta manera se observa que la 

disminución de conidias vivas en el suelo es paulatina, asimismo la concentración x107 

se mantendrá al menos por un mes, lo que permitiría con una sola aplicación el control 

de huevos en un (20%), y con esta concentración se tiene la capacidad de controlar neo 

larvas, larvas y adultos que se encuentran en el suelo, como lo sustentan Pozo et al., 

(2018); Briones et al., (2021) y Tofiño et al., (2018), que la mortalidad de neo larvas de 

garrapata supera el 90% a partir de las concentraciones de x107conidias/mL. 

Figura 13.  

Determinación UFCs de Beauveria bassiana en el sustrato 

Tiempo letal medio 

 

2 días/x108 

 

 

4 días/x108 

 

 

6 días/x108 
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Capítulo VI 

Conclusiones  

La cepa de Beauveria bassiana que posee la Estación Experimental Santo 

Domingo INIAP, ha demostrado que el máximo control que tiene sobre huevos de 

garrapata Rhipicephalus microplus, fue de un 20% empleándose a una concentración 

7,424*107. 

A diferencia del suelo estéril, se observó que los huevos puestos en el suelo sin 

esterilizar presentaban un mayor porcentaje de crecimiento de hifas de hongos sobre el 

corion, pero estos hongos al ser saprofitos no incrementaron el porcentaje de 

mortandad de las ninfas de garrapata.  

Los huevos de garrapata Rhipicephalus microplus tienden a tener una mayor 

contaminación desde el día 6, 8 y 10, con esto se evidencia que mientras más joven es 

el huevo menor es el porcentaje de micosis respecto a los huevos maduros que 

alcanzaron un mayor porcentaje de micosis. Esto se difiere a que los huevos tienen una 



59 

 
estructura de defensa a base de lípidos que impide que el hongo penetre y germine y no 

forme el apresorio. 

Si se realiza una fumigación a capacidad de campo la concentración de conidias 

aumente un exponencial manteniendo la dosis máxima por el lapso de un mes. Por lo 

que se estima que esta concentración máxima se mantendrá durante un mes debido a 

la cubierta de much que le provee a la conidia de humedad, oscuridad y temperatura 

ambiental fresca. 

Si el suelo se hubiera encontrado saturado se asume que las conidias serian 

lavadas por la escorrentía, mientras que, si el suelo se encuentra seco, se asume que la 

permeabilidad arrastraría a las conidias a sustratos inferiores, por lo cual el control de 

huevos de garrapatas y ninfas sería menor. 

Se acepta la hipótesis nula, la cepa del hongo entomopatógeno INIAP EESD 

Beauveria bassiana no se considera un ovicida debido a que no presenta una Dosis 

Letal Media (DL50), sim embargo se considera un controlador de un estado biológico 

(huevo) del ectoparásito ya que alcanza la Dosis Letal 20 (DL20). 

Dentro de la actividad de supervivencia de las conidias de Beauveria bassiana 

en el sustrato estas pueden sobrevivir más de 20 días, donde se termina el estado 

biológico del huevo y comienza el estado larva y ninfa, donde el hongo entomopatógeno 

tiene un gran porcentaje de efectividad en el control.   

Recomendaciones 

Se recomienda realizar ensayos con la concentración de x107 del hongo 

entomopatógeno Beuaveria bassiana en las diferentes edades de los huevos de 

garrapata, debido a que las hembras adultas teologinas no ovipositan todos huevos al 

mismo tiempo.   
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Se sugiere la adición de sustancias causticas que ayuden a romper la secreción 

glandular protectora que poseen los huevos de garrapata lo que permite que el hongo 

entomopatógeno lo infecte, como es la tierra de diatomea. 

Para aplicación en campo del hongo entomopatógeno se debe tomar en cuenta 

los factores ambientales, debido a que si se presentan altas precipitaciones el hongo se 

lavara por escorrentías, es recomendable la aplicación entre salida de invierno y 

entrada de verano, donde los suelos se encuentran a capacidad de campo y no se 

presentara perdidas de conidias en el suelo. 

En la aplicación en el campo se debe tener en cuenta el corte del pasto ya que 

esto otorgara el alargamiento de vida de las conidias y su viabilidad en el suelo, 

permitiendo controlar otros estados biológicos del ectoparásito. 
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