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Resumen

Las garrapatas son consideras como ectoparasitos de gran importancia en el ganado bovino por ser
vectores de diferentes enfermedades de interés econdmico, las moléculas quimicas de los acaricidas con
el pasar de los afios han creado resistencia, siendo necesario buscar nuevas alternativas para su control.
En el presente estudio se evalud el control de ninfas de garrapatas (Rhipicephalus microplus) en
combinacidn de Beauveria spp, con moléculas orgdnicas y quimicas en fase de laboratorio. Para la
produccion de ninfas, se recolectd garrapatas en fase teleogina en una finca ubicada en la Via Valle
Hermoso- Los Bancos, Recinto San Cristébal Coldn. La Unica molécula orgdnica evaluada fue la del ajo
debido a que provocé la muerte de las ninfas de garrapatas, mientras que el resto de moléculas no
representaron muertes significativas, el producto fue macerado en fresco y utilizado en concentraciones
2%, 4%, 6%, 8% y 12% obteniendo una DL50 individual de 45 ml/I. Las dosis evaluadas para la
cipermetrina fueron; 0,3 ml/l, 0,4 ml/l, 0,5 ml/l, 0,6ml/l, 0,8ml/l y 1ml/I teniendo como resultado una
DL50 individual de 0,5 ml/l; para el caso de las cepas de Beauveria spp las concentraciones evaluadas
fueron 2.44x107 esporas/ml, 2.44x10°8 esporas/ml, 2.44x10° esporas/ml, 2.44x10* esporas/ml, 2.44x103
esporas/ml y 2.44x10% esporas/ml, resultando ser 1.29 x10* esporas/ml la DL50 individual del hongo
entomopatdgeno. En la segunda fase, la DISO de Beauveria spp en conjunto con el ajo fue de 1,63x10*
esporas/ml, mientras que en combinacién con el Derribante se obtuvo una dosis letal media de 1,18x103

esporas/ml concluyendo que la mejor combinacién es la de Beauveria spp mas Derribante.

Palabras clave: DL50, cipermetrina, Rhipicephalus microplus, extractos organicos, Beauveria spp.
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Abstract

Ticks are considered an important ectoparasite in cattle because they are vectors of different diseases of
economic interest. The use of chemical acaricides has created resistance, making it necessary to look for
new alternatives for their control. In the present study, the control of tick nymphs (Rhipicephalus
microplus) in combination with Beauveria spp. was evaluated with organic and chemical molecules in
the laboratory phase. For the production of nymphs, ticks were collected in the teleogynous phase ona
farm located on the Valle Hermoso-Los Bancos road, San Cristobal Colon precinct. The only organic
molecule evaluated was garlic because it caused the death of the tick nymphs, while the rest of the
molecules did not represent significant deaths. The product was macerated fresh and used in
concentrations of 2%, 4%, 6%, 8% and 12%, obtaining an individual LD50 of 45 ml/I. The doses evaluated
for cypermethrin were 0.3 ml/It 0.4 ml/It; 0.5 ml/It; 0.6ml/It and 0.8ml/It and 1ml/I resulting in an
individual LD50 of 0.5 ml/It, for the case of Beauveria spp strains the concentrations evaluated were 2.
44x107 spores/ml, 2.44x106 spores/ml, 2.44x105 spores/ml, 2.44x104 spores/ml, 2.44x103 spores/ml
and 2.44x102 spores/ml, resulting in 1.29 x104 spores/ml the individual LD50 of the entomopathogenic
fungus. In the second phase the DI50 of Beauveria spp in conjunction with garlic was 1.63x104
spores/ml, while in combination with Derribant a mean lethal dose of 1.18x103 spores/ml was obtained,

concluding that the best combination is that of Beauveria spp plus Derribant.

Key words: LD50, cypermethrin, Rhipicephalus microplus, organic extracts, Beauveria spp.
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Capitulo I: Introduccion

Antecedentes

El control de garrapatas en el ganado bovino de leche demanda de mucho esfuerzo y dinero,
sobre todo, en aquellas zonas con mayor indice de infestacidn. Rhipicephalus microplus es cominmente
conocida como la garrapata del ganado bovino y parasita con mayor frecuencia en el centro y
Sudamérica abarcando zonas subtropicales y tropicales, causando importantes perjuicios
socioecondmicos, sin embargo, con el pasar de los afios las plagas desarrollan resistencia a las moléculas
utilizadas por los agroquimicos propios para combatirlas, motivo por el cual las casas comerciales
estiman un lapso de duracién molecular, dando cabida a la existencia de nuevos productos que
reemplacen alos anteriores (Benavides et al., 2016)

Ecuador basa un porcentaje de su economia en la actividad ganadera, ademas, sus productos y
subproductos forman parte de la canasta basica, segin (Guillén & Mufioz, 2013) mas del 75% de
ganaderias se encuentran en zonas potencialmente infestadas por garrapatas, asi mismo, (Pérez &
Rodriguez, 2019) en su trabajo Resistencia a Alfa-Cipermetrina, lvermectina y Amitraz en garrapatas
Rhipicephalus microplus colectadas en cuatro localidades documenta el estado de resistencia de las
garrapatas hacia los acaricidas mas utilizados en el pais.

Para ello, el uso de hongos entomopatdgenos mas extractos organicos forman una buena
alternativa porque representa tecnologia de fabricacion local, no depende de una cadena de suministro,
por otro lado, no genera toxicidad o residualidad, ademas, al ser un ser vivo no se da adaptacion por
parte de las garrapatas como se ha observado en las moléculas quimicas de los garrapaticidas
comerciales (Sepulveda et al., 2017).

El uso de hongos entomopatdgenos es una alternativa que ha venido siendo estudiada en
nuestro pais, reportando varios trabajos como el de; (Piguave, 2016) (Fajardo et al., 2017); (Morocho,

2019), asi mismo, en el Informe Anual de la Estacién Experimental Santo Domingo publicado en el 2021
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por Navarrete et al (2021), se ha documentado la seleccidn de cepas de hongos entomopatdgenos sobre
ninfas de garrapatas, por otro lado, (Bravo & Carranza, 2022) demostraron la aplicacién de hongos

Beauveria spp para baio de ganado, e Isaria spp para control de ninfas a nivel de potrero.

Justificacion

Actualmente existe un rechazo a nivel mundial ante el uso de insecticidas y acaricidas debido a
su resistencia, residualidad en el ambiente e intoxicaciones que incluyen efectos en la salud humana y
en los ecosistemas agricolas, lo que ha permitido nuevas investigaciones para la creacion de tecnologias
gue puedan sustituirlas (Sepulveda et al., 2017).

Debido a las investigaciones para la creacidon de alternativas a los quimicos usados en la
agricultura y ganaderia, nacen los marcos regulatorios para el registro de bioplaguicidas y uso de
biocontroladores, emitidos por Agrocalidad como el “Manual técnico de procedimientos para el registro
y control de agentes de control bioldgico, extractos vegetales, preparados minerales, semioquimicos y
productos afines de uso agricola” aprobada el 17 de julio del 2019 (MAG, 2020).

Uno de los acaricidas mayormente usados en el Ecuador es el Alfa-Cipermetrina, el cual ya ha
sido demostrado que ha perdido su efectividad sobre Rhipicephalus microplus desarrollando una
resistencia del 65.22% en la Costa y 63.64% en el Oriente (Pérez & Rodriguez, 2019).

Hoy en dia se han desarrollado nuevas tecnologias para la implementacién de biocontroladores
a base de hongos entomopatdgenos para el control de garrapatas, lo que ha permitido desplazar el uso
de agroquimicos y ademas, permite al ganadero evitar la pérdida de dias de ordefio por el uso de
acaricidas, debido a que esta tecnologia no genera residuos en la leche (Bautista et al., 2017)

La Estacidn Experimental Santo Domingo del INIAP dispone de aislados de hongos
entomopatdgenos Beauveria spp. combinados para el control de garrapatas, los cuales han dado
excelentes resultados causando la muerte a los cuatro dias y el desprendimiento hasta el noveno dia

(Bravo & Carranza, 2022).
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En base alo expuesto por (Bravo & Carranza, 2022) la presente investigacién pretende dar una
respuesta disminuyendo las infestaciones causadas por garrapatas mediante una combinacion
Beauveria spp. junto con moléculas organicas y quimicas para el control de ninfas de garrapata
Rhipicephalus microplus por aspersion en base ala dosis letal media (DL50) teniendo sinergia entre
extracto y hongo, permitiendo trabajar con una menor concentracién de hongo, debido a que su
elaboracién es mas costosa.

Con el empleo de este trabajo se espera disminuir efectos adversos como la resistencia de las
garrapatas, contaminacion a los productos derivados del ganado y menos gastos en el uso de moléculas
quimicas del mercado determinando la dosis letal media de Beauveria spp, y de extractos botdnicos

sobre ninfas de garrapatas.

Objetivos de la investigacion

Objetivo General
Evaluar el control de ninfas de garrapata (Rhipicephalus microplus) en combinacion de Beauveria

spp. con moléculas organicas y quimicas en fase de laboratorio.

Objetivos Especificos

e Determinar la Dosis Letal Media (DL50) de Beauveria spp, y de extractos botanicos sobre
ninfas de garrapatas.

e Determinar la mejor combinacidon hongo —cipermetrina para control de ninfas de
garrapata.

e Seleccionar en base a la DL50 una combinacién de dos extractos para control de ninfas
de garrapata.

e Determinar en base ala DL50 la mejor combinacién hongo —extractos para control de

ninfas de garrapata.
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Hipotesis

Hipétesis nula

Ho: La interaccién entre los hongos entomopatdgenos INIAP EESD con otros acaricidas
(cipermetrina, extractos orgdnicos) no incrementa su eficacia para el control de ninfas de garrapatas en
laboratorio.

Hipdtesis alternativa

H1: Lainteraccion entre los hongos entomopatdgenos INIAP EESD con otros acaricidas

(cipermetrina, extractos orgdnicos) incrementa su eficacia para el control de ninfas de garrapatas en

laboratorio.

Capitulo II: Revisidn de Literatura

Generalidades

Las garrapatas son ectopardsitos que consumen sangre de mamiferos, aves, reptiles, etc.
Aproximadamente 850 especies de garrapatas han sido descritas en todo el mundo (Furman & Loomis,
1984). Se dividen en dos familias: Ixodidae que son las garrapatas duras y Argasidae garrapatas blandas.
Estos artrépodos que se encuentran taxondmicamente en la clase Arachnid actian como vectores de
enfermedades para animales como humanos entre las cuales se encuentran: virales, bacterianas
(Rickettsia sp, Ehrlichia sp, E. ruminantium, Anaplasma marginale, Borrelia burgdorferi, Coxiella burnetii)

y parasitarias (Babesia sp, Theileria cervi) (Pulido et al., 2016).

Entre los efectos mds importantes que producen las garrapatas al ganado bovino se encuentra
la disminucion en el consumo de alimento, pérdida de peso, anemias producidas por pérdida de sangre,

irritacion por picaduras y depreciacion de las pieles afectadas. El género Rhipicephalus microplus es la
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garrapata de mayor frecuencia e importancia en la industria ganadera, puede conducir a enfermedades

agudas, crénicas o incluso, a la muerte de los animales (Polanco & Rios, 2016).

Figura 1

Taxonomia de las Garrapatas

Pamilla Sutitamila Genero
Argandoe ¥
MrnOdor e
"\ ttadeldon
e Amdoyommarae
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Metasinata
b o Py
TRV
‘I.~.;.<cz:h;./ ac
|  Margorepus
Nota. Tomado de Review on thw biology of Rhipicephalus  sanguineus  (Arthropoda,
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Ciclo de vida

Las garrapatas son clasificadas como artrépodos hemimetdbolos, requieren alimentarse de
fluidos sanguineos para poder desarrollarse durante todos sus estadios. El proceso de alimentacidn inicia
cuando la garrapata se une al hospedador, corta su piel conlos queliceros o estructuras bucales y después
se ancla o sujeta en el tejido de la piel con una érgano llamado hipostoma, que se encuentra ubicado en
el capitulum (Benavides et al., 2016).

El desarrollo de las garrapatas cuenta con cuatro estadios: huevo, larva con 6 patas, ninfas con 8
patas y sexualmente inmaduras, adultos con 8 patas y sexualmente maduros. La Ultima etapa ocurre

cuando la garrapata se desprende del hospedador (Cortinas & Jones, 2006). Después de un periodo de
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alimentaciéon de 19 a 25 dias, la hembra ingurgitada (llena de sangre) cae al suelo he inicia la oviposicion
(La garrapata produce hasta 3.000 huevos) (Benavides et al., 2016).

El ciclo de vida de la garrapata sobre el animal es constante, ya que la velocidad de desarrollo
ocurre en los potreros y depende de la temperatura del suelo. La temperatura mas éptima para la fase
adulto-huevo es de entre 24 °Cy 28 °C, bajo estas condiciones el periodo de desarrollo es mas corto, 30
dias aproximadamente, cuando la temperatura se desciende, la fase se alarga (Benavides et al., 2016).
Figura 2

Ciclo de vida de la Garrapata

Nota. Tomado de Ticks of Domestic Animals in Africa, por A. R Walker et al., 2007, A guide to identification

of species.

Ecologia Parasitaria

Rhipicephalus microplus se distribuye en mayor frecuencia en zonas subtropicales y tropicales,
también existen registros sobre los 2600 m.s.n.m. En Ecuador la informacion sobre garrapatas es muy
limitada, por lo cual no hay datos de importancia que traten sobre su ecologia o dindmica poblacional.
En especie tiene la caracteristica de presentar una fase de diapausa en su ciclo bioldgico que depende
del hospedero, para la busqueda de este, utiliza sus sentidos que responden al NH3, CO2 y al calor

corporal (SENASA, Garrapatas, 2006).
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En zonas tropicales que contienen lluvias regulares, altas humedades junto a climas calidos, se

prestan condiciones dptimas para que haya un desarrollo de generaciones de garrapatas, de este modo

se nota su presencia constantemente. En climas con temporadas de lluvias y sequias fluctuantes, la

garrapata tiene una dinamica de poblacién inestable (SENASA, Garrapatas, 2006).

Tabla 1

Garrapatas Reportadas en Ecuador

Familia

Especie

Ixodidae

Argasidae

Amblyomma maculatum

Amblyomma cajennense

Amblyomma naponense

Amblyomma multipunctum

Amblyomma triste

Anocentor nitens

Ixodes boliviensis

Haemaphysalis juxtakochi

Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Ornithodoros furcosus

Ornithodoros talaje
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Nota. La tabla muestra las especies de garrapatas que se encuentran presentes en el Ecuador,
Recuperado de A review of Neotropical Amblyomma Species (Acari: Ixodidae), por Voltzit, 2007,
Zoological Museum of Moscow State University.

El Ecuador es un pais tropical que tiene condiciones climatoldgicas que son ideales para las
garrapatas, en la parroquia San José de Alluriquin, provincia de Santo Domingo de los Tsachilas se
encontré Rhipicephalus microplus con un porcentaje del 97,53 ; Amblyomma 2,25% e Ixodes en un
0,21% (Guillén & Mufoz, 2013). En el Ecuador existen mds de 40 especies pertenecientes a los géneros
Amblyomma spp., Dermacentor spp., Haemaphysalis spp., Ixodes spp., Rhipicephalus spp.,

documentadas por ser relevantes veterinaria y medicamente (Tipas, 2020).

Impacto econémico

El impacto econdmico que se genera por la presencia de ectoparasitos estd relacionado a la
epidemiologia y se distribuye de forma directa e indirecta. En las pérdidas directas se puede ver una
proporcionalidad con la ocurrencia de la enfermedad, lo cual corresponde al incremento de la poblacidn
de garrapatas, junto con los animales parasitados que desarrollan la enfermedad. El efecto negativo
ocurre cuando la poblacidn aumentan, con el primer contacto hemoparasito (Benavides et al., 2016).

Los animales susceptibles predomina la pérdida directa, puede terminar en mortalidad,
también se considera el retardo en el crecimiento, abortos en el Ultimo periodo de gestacidn, dafio ala

piel y afecta la conducta junto con el bienestar del animal (Tipas, 2020).

Resistencia a Acaricidas

El mecanismo mas usado para el control de garrapatas es a base de productos acaricidas,
dentro de los grupos quimicos que se usan con mayor frecuencias estan: amidinas, fluazuron,
organoclorados, piretroides sintéticos, lactonas macrociclicas (Rodriguez-Vivas y otros, 2014). En el

Ecuador los productos mas usados son la ivermectina, alfacipermetrina y amitraz (EDIFARM, 2017).
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Por presentar una alta toxicidad tanto para el animal como el operario, se ha prohibido el uso de
organoclorados, carbamatos y organofosforados (AGROCALIDAD, 2016).

La resistencia de las garrapatas es un mecanismo de supervivencia, en el cual la dosis letal
recomendada, no surge efecto. Entre los mecanismo de resistencia que mas resaltan se encuentran:
cambio de localizacién, migran hacia dreas en las cuales el quimico no llegue; resistencia metabdlica,
hace posible que la garrapata metabolice con mayor rapidez el compuesto quimico-tdxico; cuticula
impermeable, se producen cambios en la permeabilidad, lo cual provoca que el acaricida no tenga un
contacto directo hacia el interior de la garrapata (Coronado & Mujica, 1997).

Los factores externos que generan resistencia se deben al manejo del ser humano, dentro de los
cuales esta la dosis, la frecuencia y el método de aplicacién de los acaricidas, también el tipo de
acaricida que se selecciona y otros factores que tiene que ver con el manejo de la finca (Ruiz & Blanco,
2009).

En Ecuador, por region se ha encontrado que los mayores porcentajes de resistencia
corresponden a: el Oriente con el producto amitraz alcanza 86,4% de resistencia; la Costa para
ivermectina y alfacipermetina tiene el 73.9% y 65,2% respectivamente. La prevalencia de resistencia a
acaricidas en las fincas evaluadas en Ecuador fue de 71.9% para amitraz; 69.8% ivermectina y 63.5%,

alfacipermetrina (Rodriguez-Molano et al., 2020).

Hongos Entomopatégenos

Los hongos entomopatdgenos tienen la caracteristica de proveer diversos servicios a los
sistemas agroecoldgicos. Pueden regular plagas y conello mantenerlas en un nivel normal, existe
aproximadamente 750 especies, presentes en el medio ambiente, los géneros mds conocidos y de
importancia son: Metarhizium, Beauveria, Paecilomyces, Verticillium, Rhizopus y Fusarium (Motta &

Murcia, 2011).
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Para el control bioldgico se debe obtener la destruccién total o parcial de patdgenos e insectos
plaga, para esto se usan sus enemigos naturales, los hongos entomopatdgenos. Su particularidad es
infectar artrépodos, usando la penetracion de su cuticula, después emplea diferentes mecanismos de
accion, en la cual la victima no puede generar resistencia (Pucheta et al., 2006)

Los aspectos ecoldgicos como la humedad relativa, temperatura, grado de patogenicidad,
virulencia, hospederos, son necesarios conocer para poder usarlos de forma eficiente. Por lo cual es
necesario desarrollar investigaciones, donde se estudie la patologia, genética, ecologia y fisiologia, asi

mismo técnicas de produccidon masiva, formulacién y aplicacidon (Butt et al., 2001).

Descripcion de Hongos Entomopatdégenos

Beauveria bassiana

Hongo deuteromiceto perteneciente a la familia Moniliaceae, distribuido ampliamente en
suelos, plantas e insectos. Se los usa en la rama de biocontroladores bioldgicos, su mecanismo de
accion, se emplea adhiriéndose al insecto, germina, penetra y esporula. La beauverina es la toxina que
contiene y provoca permeabilidad en la membrana de los insectos, causdandole la muerte. El insecto
infectado presenta inapetencia, hinchazdn, pardlisis, muerte y por ultimo, momificacidn; se conoce que
el hongo produce enzimas que degradan la cuticula del insecto, entre las que se puede mencionar se
encuentran las proteasas y quitinasas; en la garrapata su uso se ve ligado como alternativa para la

disminucién del uso de moléculas quimicos (Fernandez, 2006).

Mecanismo de accion
Los hongos entomopatdgenos tienen diversos mecanismos de invasién, infectan por contacto y
adhesion, las esporas se esparcen a diferentes partes del cuerpo del insecto como: boca, espiraculos,

entre otros) (Motta & Murcia, 2011).
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Para iniciar la infeccién patégeno-hospedero, mediante las esporas germinadas, se forman
tubos germinativos y hasta el apresorio; después inician tres fases:

1.- Adhesidon y germinacion de la espora en la cuticula del insecto

2.- Penetracion
3.- Desarrollo del hongo
Durante la penetracion del hongo al insecto, la hifa queda inmersa en proteinas, quitina, lipidos,

melanina, difenoles y carbohidratos (Barranco & Alatorre, 2002).

Figura 3

Mecanismo de accion de hongos entomopatdgenos
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Nota. El inicio de la infeccidon del hongo se da cuando las conidios penetran la cuticula del huésped.
Tomado de Manual de produccion y uso de hongos entomopatégenos, por Ramirez et al., 2014, SENASA.

Existen compuestos que pueden inhibir el crecimiento del hongo, el insecto al activar su defensa,
inicia procesos como: melanizacidn, fagocitosis, nodulacién y encapsulamiento (Barranco & Alatorre,

2002).

Cuando ocurre la penetracidn cuticular, hay una proliferacién dentro del insecto, en donde inicia
el crecimiento micelar, de tal forma que las hifas terminan penetrando la cuticula, y se las puede

visualizar en la superficie con esporas (Motta & Murcia, 2011).
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Hongos entomopatégenos en el control biolégico

En los agroecosistemas, las enfermedades naturales, son producidas por microorganismos, que
muchas veces dependen del grado de susceptibilidad del hospedero. En asociacion patdgeno-hospedero,
el insecto ejerce una seleccidn natural, de esta forma, los microorganismos se especializan respecto al

hospedero (Alves, 1998).

Reactivacion del hongo

Para hacer uso de hongos entomopatdgenos se debe de contar con un organismo reactivado, de
esta manera se asegura su eficaciay viabilidad. Para realizar la reactivacién es necesario que se lo haga
sobre el insecto en estudio, con el fin que conserve sus propiedades virulentas y patogénicas (Aizawa,
1971). Un entomopatdgeno por virulencia y especificidad se puede aislar mediante el uso de cultivos

multiespdricos (Antia et al., 1992).

Extractos Organicos

Los aceites esenciales, extractos, moliendas e infusiones de diferentes especies de plantas
pueden tener efectos insecticidas, fungicidas, bactericidas, herbicidas entre otros; esto debido a los
compuestos que contienen en su estructura como lo son los alcoholes, aldehidos, ésteres, moléculas
volatiles y las bioactivas como los terpenos y mas; su uso se ve incrementado debido al impacto positivo
que se obtiene, debido a que no genera efectos adversos en otras especies, tampoco resistencia, ni
contaminacién por residualidad (Reyna-Fuentes et al., 2021).

Dentro de los métodos de extraccion empleados para conseguir la esencia o aceite esencial de
los compuestos bioactivos de las plantas, destacan: lixiviacién usando etanol; maceracién, en donde el
liquido de extraccién depende del compuesto que se requiere extraer; la destilacion por arrastre de

vapor, comun para compuestos volatiles (Lépez E. , 2008).
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Cada metodologia empleada, manifiesta una variacion en la propiedades del compuesto que se
extrae, influyendo en concentracion y calidad de los extractos, ademas, se debe mencionar que cada
planta tiene diferentes compuestos algunos son aromaticos, solubles en agua o alcohol, otros pueden
degradarse por accion de la luz solar, dependiendo esto, se debe realizar la mejor metodologia para su

extraccion (Eckert & Wubker, 1991).

Para la obtencion de los extractos organicos se emplean diversas metodologias; (Venskutonis,
1997) menciona que el someter una muestra de la planta al calor, para su secado, puede disminuir o
aumentar la calidad, en el caso de plantas aromaticas, ciertos componentes pueden aumentan después

del secado, por ejemplo, en la hoja de laurel aumenta el eugenol, en tomillo el timol.

Debido al uso excesivo y dosificaciones incorrectas de productos sintéticos quimicos se ha
creado resistencia en la poblacidn del insecto, en el caso de los productos acaricidas; se toma de
ejemplo al acaro Varroa destructor, considerado la garrapata de la abeja, este insecto pertenece al
Phylum: Arthropoda, Clase: Arachnida y Subclase: Acari; comparte taxonomia con la garrapata
Rhipicephalus microplus de esta forma se pretende transferir la tecnologia del dcaro Varroa hacia la

garrapata del bovino (Punina, 2022).

El dcaro Varroa (Varroa destructor) es considerado un ectoparasito de importancia en la abeja
(Apis mellifera), se ha podido demostrar que el uso de extractos organicos y quimicos, sirven para
control del acaro, basado en el desprendimiento y muerte de los individuos, ademads su uso conlleva
una minima contaminacién en los productos de las abejas y no hay resistencia, por lo cual se considera

que dentro de un plan de manejo integrado, el uso de los extractos es efectivo (Ahumada et al., 2018)

Ajo

El ajo ( Allium sativum) es una planta herbdcea que pertenece a la familia Alliaceae, es de origen

asiatico y se ha distribuido por todos los continentes, se caracteriza por la presencia de un bulbo
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compuesto que tiene hojas fértiles y en sus axilas se forman los dientes. El ajo tiene una gran demanda
por su uso en propiedades insecticidas, culinarias y medicinales debido a sus compuestos azufrados con
actividades antimicrobianas, antifingicas y antibacterianas; en el mercado mundial el principal

abastecedor es China con una participacion del 80% de la produccién mundial (Sinavimo, 2020).

La esencia de ajo contiene alicina, un compuesto que se forma después de la interaccion aliina-
aliinasa; la alicina tiene efectos antibacteriales y antimicdticos, en pruebas in vitro, se pudo ver cdémo
actua contra Candida albicans, evitando completamente su crecimiento. Los efectos descritos sobre el
crecimiento del hongo, detallan que el ajo disminuye la absorciéon de oxigeno, dafia membranas, inhibe

lipidos, proteinas y acidos nucleicos (Ankri & Mirelman, 1999).

En su estado fresco contiene diversos componentes los cuales se encuentran: carbohidratos,
proteinas, aminoacidos, minerales. (Greco, 2011) indica que se debe destacar la presencia de
compuestos organoazufrados por ser responsables del sabor, olory pungencia caracteristica del ajo;
los componentes azufrados tienden a estar presentes cuando la célula ha sufrido un cambio; la aliina es
un compuesto que se encuentra estable en el diente de ajo, al ser este cortado o machacado la enzima
aliinasa actua sobre el compuesto, liberando acido sulfénico y otros tiosulfinatos entre los cuales

destaca la alicina ya que representa hasta un 75% del total de tiosulfinatos (Lawson et al., 1991).

Existe en el mercado diferentes presentaciones de ajo, la deshidratacion es parte del proceso
que se realiza para conseguir el polvo conservando el sistema aliina-aliinasa con el objetivo que al ser
nuevamente hidratado el producto pueda llevar a cabo la reaccion y se generen los compuestos

tiosulfinatos; a elevadas temperaturas la enzima allinasa decrece y se inactiva (Greco, 2011).

Para la obtencion de polvo de ajo a escala de laboratorio e industrial, conservando niveles altos
de alicina (Greco, 2011) realizé una investigacién evaluando diferentes metodologias, estableciendo

como base que la enzima aliinasa, contenida en el ajo, decrece en temperaturas aproximadas a los 40°, y
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a medida que aumentan los grados, puede llegar a inactivarse; de los ensayos realizados, destacé el
proceso de deshidratacidn Spray a escala industrial porque preserva la alicina en mejores niveles,

usando una temperatura elevada en un corto periodo de tiempo.

En una investigacion realizada en Costa Rica se evaluaron diferentes dosis de aceite esencial de,
ajo para el control de varroa, se comprobd que existe un efecto acaricida alto con una eficiencia del 70%
utilizando un 10% de concentracién durante un mes, asi mismo se evidencié que tiene efectos adversos
sobre la poblacion de la colmena como el cese de la postura de cria y la mortalidad de las abejas (Van &

Umania, 2017).

Existen pocos estudios acerca del ajo como agente de control en garrapatas, (Martinez-
Velazquez et al., 2010) realizaron una investigacion sobre el Efecto acaricida de aceites esenciales de
orégano, romero y ajo contra Rhipicephalus microplus, en este se emplearon diferentes dosis que fueron
aplicadas en larvas de 10 dias de edad, como resultado se mostrd una alta mortalidad (90%-100%) en las
esencias de ajo y orégano en todas las concentracién, la esencia de romero produjo una mortalidad mas
baja (85%) en concentraciones altas ; en el caso del ajo se evidencié que a una concentracidn baja (2.5%)
se obtiene el 90% de mortalidad debido a su contenido de trisulfuro de dialilo, disulfuro de dialilo y

trisulfuro de metil alilo.

Cebolla

La cebolla (Allium cepa) pertenece a la familia Alliaceae, la cual comprende aproximadamente
mas de 700 especies, su origen esta en el norte del continente asidtico, es una planta que cuenta con la
presencia de un bulbo y hojas largas en forma cilindrica, su uso es extenso, pero principalmente esta
ligado con su sabor como condimento. Es una de las hortalizas mas cultivada en el mundo, abarcando

una produccion de 99.968.016 toneladas (MAGYP, 2019)
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La cebolla se caracteriza por tener un bajo contenido de materia seca y un alto porcentaje de
agua, en su composicion destaca la presencia de carbohidratos, lipidos, proteinas, minerales, vitaminas,
el oligoelemento azufre es el mas abundante (Herrera et al., 2007).

Los compuestos azufrados que contiene son caracteristicos del olory sabor, se forman cuando
la planta absorbe sulfatos desde el suelo que después ayudan a sintetizar aminodcidos que dan origen a
los péptidos de azufre, estos Ultimos posteriormente contribuyen a formar aminodacidos ACSOs (S-
alquenilsulféxidos de cisteina ) que no poseen sabor ni olor en su estado de reposo (Rose et al., 2005).

Cuando se produce un corte en el tejido, la enzima aliinasa hidroliza a los ACSOs dando origen al
amonio, acido pirtvico y otros compuestos organoazufrados como los tiosulfinatos (Lancaster & Collin,
1981). En la cebolla el ACSOs, isoalliina es el que produce el efecto lacrimégeno (6xido de tiopropanal)
(Berretta, 2015); el olor singular que se produce es debido al acido sulfhidrico y otros compuestos como
el dipropildisulfuto o alilpropildisulfuro (Herrera et al., 2007)

Se han realizado investigaciones en la cual se ha comprobado el poder insecticida de la familia
Alliaceae, (Mazeed & El-Solimany, 2020) evaluaron el ajo y la cebolla en distintas presentaciones: fresco
individualmente, ambos combinados y aceite esencial individual, con una aplicacidn cada 3 dias, de esta
forma se pretendié controlar el acaro varroa en la abeja melifera, como resultado, el ajo fresco tuvo el
mayor porcentaje de mortalidad con 94.29%, seguido de la combinacion de ajo+cebolla con 93,60%;
respecto a la cebolla el aceite esencial obtuvo el 89,91% vy en fresco 85,33% del total de varroa

presentado en la colmena, siendo este el tramiento con el registro mas bajo.

Eucalipto

El Eucalipto (Eucalyptus globulus) es un arbol que pertenece a la familia Myrtaceae, nativo de
Australia, su expansion y cultivo en el mundo se debe al valor comercial de su madera y a su uso en el
desarrollo de medicamentos. Se ha reportado que el aceite esencial usado en forma de vapor es téxico

para diversos patdgenos microbianos (bacterias y hongos) como también para insectos, esto se debe a
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su componente principal eucaliptol o 1,8 cineol, otros componentes que también se encuentran son: a-
pineno, aromadendreno, D-limoneno, varidifloreno y gurjuneno (Nolazco et al., 2020).

Dentro de los métodos de extraccién del aceite esencial de eucalipto, se encuentra la destilaciéon
por arrastre con vapor de agua, la hoja fresca se corta y se coloca en una camara, posteriormente se
somete a una corriente caliente de vapor de agua, la esencia obtenida se condensa y es recolecta. Este
método es uno de los mas usado por su alto rendimiento de pureza en el aceite (Moreno y otros, 2010).

Para el control del ectopardsito varroa en abejas se ha empleado el eucalipto de diferentes
formas, (Ahumada et al., 2018) mencionan el uso del aceite esencial de Eucalipto radiata en diluciones
con glicerina vegetal liquida al 2,5%; 5% , 7,5% , como resultado la concentracion al 5% tuvo el efecto
mas significativo para el desprendimiento y muerte del dcaro, destacando que el desprendimiento se
mantuvo en 24 dias.

En el trabajo realizado por (Cueto & Estevez, 2020) se usoé infusiones de Cymbopogon sp.,
Eucaliptus sp., Citrus aurantium y Menta sp. para control de varroa, estas fueron aplicadas
directamente al panal obteniendo que, el tratamiento mas eficaz respecto a la mortalidad del acaro fue
naranja agria con una aplicacion por cuadro con el 65,8%; respecto al eucalipto se encontrd el 51,6%

de mortalidad, ademas se pudo evidenciar una reduccidén del parasitismo para ambos tratamientos.

Tomillo

El tomillo (Thymus vulgaris) es una planta aromatica herbacea que pertenece a la familia:
Lamiaceae, se caracteriza por su tamafio pequefio (40 cm) y sus numerosas ramificaciones. El uso de la
planta se aplica en diferentes dmbitos entre los cuales se destaca: condimento, medicinal, aromatico y
pesticida. Dentro los componentes que se encuentran en el tomillo estdn los terpenos como el timol y
carvacrol que tienen un mayor porcentaje (Loeza et al., 2020).

(Rahimmalek & Hossein-Golib, 2013), estudié el efecto de diferentes tipos de secado sobre el

aceite esencial del tomillo, determinando que a temperaturas elevadas de 70° incrementa el contenido



31

de timol y carvacrol. Los compuestos volatiles antioxidantes que tiene el tomillo son los encargados de
que se produzca esta particularidad, que asu vez depende del tiempo y la temperatura de secado.

Dentro de la composicidn del aceite esencial se encuentran flavonoides como apigenina,
luteolina, eriodictol; también destacan otros componentes como los acidos fendlicos derivados del acido
cafeico y rosmarinico, saponinas y la serpilina que le da un principio amargo. Se ha podido comprobar
que tiene efectos antibacterianos y esto se deben a la presencia del timol, carvacrol y compuestos
fendlicos, que actlan sobre la membrana pldsmatica, causando alteraciones en la permeabilidad (Lépez
T., 2006).

Tiene actividad antimicdtica en Cepas del género C.albicans, actia rompiendo la membrana
celular, (Dias et al., 2015) y (Brito et al., 2015) comprobaron que cepas del genero C. albicans en
presencia de timol, reducen su morfogénesis e impide el crecimiento de hifas. El timol y carvacrol
inhiben hasta en un 100% el crecimiento micelial de Penicillium digitatum, en concentraciones de 40 y
50 ppm; también altera la capacidad germinativa y reproductiva (Veldsquez et al., 2014).

El timol sintético es un acaricida de bajo impacto ambiental debido a que no presenta toxicidad
ni resistencia, ha sido usado como control de Varroa en la apicultura, entre otras propiedades que se la

atribuye esta su efecto inhibidor contra hongos y bacterias (Loeza et al., 2020).

Propdleo

El propdleo es una resina natural elaborada por las abejas, para su produccién la abeja recolecta
diferentes partes de plantas tales como : cortezas, exudados y hojas; posteriormente la abeja mezcla
estos componentes con cera y sus glandulas salivales, de tal forma que se produce una hidrdlisis de
flavonoides glucosilados que liberan agliconas, el color y la composicidn del propdleo es variable, pues
depende de las caracteristicas geograficas, climaticas y de su fuente vegetal, especifica del lugar de

recoleccion (Bastos & Orantes Bermeo, 2021).
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El uso del propdleo en la colmena es esencial, se coloca sobre grietas y agujeros con el fin de
proteger la colmena de insectos intrusos, patdgenos microbianos,etc (Vargas-Sanchez et al., 2014).

De forma general se conoce que la composiciéon quimica se basa de un 50-55% de resinas, 30-
40% de cera, 5-10% de aceites esenciales, 5% polen y 5% de materiales organicos. Los principales
compuestos bioactivos que se han identificados son los fendlicos como los flavonoides, ésteres, acidos
aromaticos, etc. Dentro de las propiedades que destacan esta su efecto antibacteriano debido a los
flavonoides (galangina, pinocembrina) y los acidos (benzoico,caféico, ferulico) que causan multiples
efectos negativos a la bacteria como desactivar la membrana citoplasmatica y pared celular, inhibir
sintesis proteicas, etc (Vargas-Sanchez et al., 2014).

Su actividad antimicética se ha comprobado en distintas investigacidn en hongos filamentosos o
levaduriformes, en el caso de este ultimo, cepas de C. albicans se ha demostrado que existe un dafio
celular, inhibiendo la formacién del tubo germinativo, asi también destruccion de las envolturas
externas (Londofio et al., 2008).

Entre los multiples usos que se le ha dado se encuentra como una molécula insecticida, en la
apicultura se lo ha utilizado para el control de varroa en la presentacion de tintura de propdleo, (Barrios
et al., 2019) realizaron una investigacién donde se evalud el efecto de tinturas de propdleos de distintas
localidades con una concentracion al 15% aplicado por aspersion, como resultado se pudo observar que
el mejor tratamiento fue la dosis de 50 ml/colmena porque tuvo una efectividad del 44.36 % con
relacion a la minima toxicidad que presentd ante las abejas, mortalidad de los acarosy el efecto positivo

que tuvo en la colmena.

Derribante (GARRATHION)

Es un antiparasitario externo de toxicidad modera grado Il, usado para el control de
ectoparasitos como las moscas, pulgas, piojos y garrapatas, tiene presentacion de emulsion, su modo de

uso es a través de bafios de inmersidn o aspersidn, en cada animal se usa aproximadamente de 2 a 3
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litros de agua; dosis establecida para bafios de aspersion es diluir 1 ml por cada litro de agua, para
bafios de inmersidn 1 litro por cada 1000 litros de agua. 100 ml de producto contiene 10g de
Cipermetrina y 40g de Ethion (Brown, 2010).

La cipermetrina es un insecticida piretroide sintético, se caracteriza su efecto residual, amplio
espectro y eficacia derribante, su mecanismo de accién es por contacto directo o ingestion, atacando el
sistema nervioso, causando un agotamiento muscular y celular que termina con la descoordinacion y
paralisis del insecto hasta su muerte. Actualmente se conoce que los vectores de enfermedades como la
garrapata, han desarrollado mecanismo de resistencia (SENASA, 2013).

Ethion pertenece al grupo quimico de los organofosforados, actua por contacto, inhibiendo la
actividad de la colinesterasa, alterando el impulso nervioso de tal forma que provoca pardlisis y muerte

del insecto. El antidoto debe incluir atropina de forma intravenosa (SENASA, 2013).

Efecto Golpe

La aplicacidon de hongos entomopatdgenos junto con dosis reducidas de productos quimicos,
han demostrado en diversas investigaciones, que existe sinergismo, potenciacién y buena interaccion;
dando como resultados que esta combinacidn tenga efectos superiores que la suma de los efectos
individuales (Cazorla & Morales, 2010).

En el caso particular de la enfermedad del mal de Chagas, comuUnmente se usan insecticidas
quimicos para su control, en un inicio se usé productos organofosforados y posteriormente piretroides.
Las epizootias que se han presentado después de usar insecticidas, han dado la idea de plantearse una
alternativa de control, en la cual se usan subdosis de insecticidas, que debilitan o estresan al insecto,
tornandolo mas susceptible, en este caso a los hongos entomopatdgenos, que tienen la particularidad
potencial para el control de este insecto (Alazogaray et al., 1998).

(Alazogaray et al., 1998), evalud el efecto de la deltametrina (piretroide) en la germinacion y

virulencia de Beauveria bassiana sobre Triatoma infestans (vector de la enfermedad de chagas), en
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donde se comprobé que el porcentaje de germinacién de conidios disminuye en funcién de
concentraciones altas del piretroide, en cuanto a la virulencia del hongo, al exponer ninfas de T.
infestans a concentraciones bajas del quimico, no hubo alteracidn significativa.

Dentro de la compatibilidad de Beauveria bassiana con productos quimicos para el control de
Plagas de Triatominae, se evalud insecticidas piretroides (cipermetrina, deltametrina) y
organofosforados (Malation, fenitrotién) a dos concentraciones, en la dosis recomendada por la casa
comercial, la germinacion fue afectada en mas del 90% en todos los tratamientos; en la mitad de la dosis
recomendada, la deltametrina tuvo el mayor grado de compatibilidad, en el caso de los
organofosforados hubo efectos inhibitorios pero no en todos los aislados del hongo , la Cipermetrina en
ambas dosis probadas, reflejo la mayor inhibicién, por su alto grado esporocida (Cazorla & Morales,

2010).

Bioensayos

El bioensayo se define en el usar a un organismo vivo con el objetivo de hallar algin compuesto
quimico presente en una superficie evaluada o si existe un efecto ambiental. El uso de un organismo
vivo es primordial debido a que puede detectar concentraciones menores, que en un método analitico
no se podria encontrar, ademds a través del organismo vivo, se puede evaluar el dafio bioldgico al
ecosistema durante y después de la exposicion (Correa-Diaz, 2006).

El detectar el efecto que se produce en un organismo mediante el monitoreo es de gran ayuda
cuando: se estd inspeccionando el antes y después del uso de dosificacion de alglin compuesto, evaluar
la efectividad de un proceso de remediacidn, y para asegurar el cumplimiento de parametros de calidad
ambiental; las actividades de monitoreo descritas antes, sirven para tomar decisiones como: Desarrollo
y comercializacién de nuevos productos, evaluacion de riegos ambientales, entre otras (Correa-Diaz,

2006).
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Los bioensayos sirven para evaluar compuestos, ya que se pueden tener resultados positivos y
negativos, por esta razdn se considera realizar estas pruebas antes de decidir el uso de alguna sustancia
o0 compuesto. Los bioensayos cominmente son usados para evaluar el potencial téxico, de tal forma que
se expone un organismo a una determinada sustancia, se evaltdan los dafios y lesiones que este
presenta, la muerte se considera como un valor de mortalidad o letalidad (Avila et al., 2019).

Existen diferentes organismos usados como modelo en los bioensayos in vitro, dentro de estos
se pueden encontrar desde células hasta organismo complejos como plantas, insectos, microrganismo,
etc.

En el caso de los insectos, existen muchas investigaciones, ya que se los considera vectores de
enfermedades, en humanos, animales y plantas. Por ejemplo, las garrapatas en los bovinos, pueden
producir numerosas pérdidas econédmicas a causa de enfermedades que transmiten al animal; en los
bioensayos son usadas para evaluar los efectos antiparasitarios que presentan bajo una exposicién a
productos comerciales convencionales o extractos de plantas, evaluando mediante un monitoreo la
supervivencia, reproduccion y mortalidad (Rosado et al., 2010).

Mediante el uso de los bioensayos se puede calcular concentraciones que manifiesten algin
efecto significativo sobre el organismo vivo, al evaluar la letalidad o mortalidad, la concentracidén que se
requiere encontrar para matar el 50 % de los organismos se denomina Concentracién Letal 50 % (CL50);
la CL50% permite comparar diferentes sustancias, cuando se busca el efecto de la mortalidad sobre un

organismos, se espera que este efecto se logre a la concentracién mas baja (Avila et al., 2019).

Dosis letal media DL50

La dosis letal media (DL50) se desarrollé para poder estandarizar agentes farmacoldgicos
activos, de esta forma se puede demostrar que el efecto que se produce esta relacionado con la dosis
administrada (Vega y otros, 2000). El valor que se obtiene de la DL50 es la toxicidad aguda de una

sustancia, lo cual representa la dosis que causa la muerte del 50% de una poblacién experimental. La
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experimentacidén actual que se usa para evaluar la toxicologia se lleva a cabo con técnicas in vitro, como
nuevas alternativas econdmicas (Gonzalez, 2012). Para el calculo de la DL50 se usan técnicas de

estimacion de punto, como los métodos de Probit.

Clasificacion Toxicidad segun la OMS
Los plaguicidas se definen como sustancias con cierto grado de toxicidad, se controlan con el
fin no causar dafios en otros organismos (OMS, 2019).La clasificacidn realizada por la OMS en intervalos
de DL50 oral o dermal en mg/kg , se encuentra de la siguiente manera:
e Clase I-a: Sumamente peligroso: <5 oral, <50 dermal
e Clase I-b: Muy peligroso: 5 - 50 oral, 50 - 200 dermal
e Clase Il: Moderadamente peligroso: 50 - 2000 oral, 200 - 2000 dermal
e Clase lll: Ligeramente peligroso: >2000 oral, >2000 dermal
e Clase U: Improbable que presente peligro agudo >5000
Ademds, los productos quimicos deben llevar un pictograma, simbolo o color que permita
identificar rapidamente su nivel de concentracién, los colores indicativos son: Rojo para clase |; Amarillo:
Clase Il y Azul Clase IIl. Se debe de tener de en cuenta que existe la toxicidad agua y la crdnica, la

primera hace referencia que (OMS, 2019) .

DL50 Piretroides y Organofosforados.

(Romero et al., 1997), evalud la resistencia de la garrapata Rhipicephalus microplus a acaricidas
organofosforados y piretroides, usd pruebas larvarias con cepa de referencia a distintas
concentraciones, la mortalidad de Diazindn fue de 102 y 905 ppm; Coumafos 155 y 415 ppm;
Deltametrina 66y 135 ppm; Cipermetrina 153 y 326 ppm; Flumetrina 3y 10 ppm, para DL50 y DL99

respectivamente. De las fincas que se avalud, en organofosforados, el Diazidon tuvo mortalidad entre 0
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y 100%, Coumafdés en cambio resistencia moderada, concluyendo que hubo distintos grados de
resistencia en la poblaciéon; en la Cipermetrina y Deltametrina hubo mayor resistencia.

Segun (Rodriguez-Molano et al., 2020), en el uso de deltametrina se ha documentado
resistencia en R. microplus al usar la dosis recomendada por la casa comercial (200 ppm), obteniendo de
resultado solo el 33,33% de muertes y al usar el doble de la dosis causé el 56. La cipermetrina que
pertenece al mismo grupo de los piretroides, ha tenido numerosos resultados en los cuales se confirma
un alto porcentaje de resistencia, en pruebas realizas en campo y laboratorio.

En el bioensayo realizado por (Salari et al., 2008), la aplicacién de la DL50 promedio para
garrapatas blandas en diferentes provincias de Iran, fue de 0.03, 0.04, 1,7, 0,7 y 1,7 ug/garrapatas,
también se presentd dentro de la pendiente dosis-respuesta que las poblaciones en campo son

homogéneas respecto al efecto de la cipermetrina.

DL50 Hongo.

(Tipas, 2020), realizé una investigacion en la que evalud el efecto acaricida de hongos
entomopatdgenps en Rhipicephalus microplus adultas, se obtuvo la mortalidad del 100% con una
concentracién de 1,003x108 esporas/ml a los 14,5 dias. La CL50 fue 6,7670x10* esporas/ml sobre R.
microplus en estado adulto.

Se investigd la susceptibilidad de garrapatas frente a Beauveria bassiana en laboratorio, usando
garrapatas adultas, se logré obtener concentracion letal media(CL50) que corresponde a la
concentracion de 2,30x108 conidios/ml; con una mortalidad del 34,5 % (Cahuari, 2017).

El uso del hongo Beauveria bassiana tiene la capacidad de ser usado en diversas plagas, en este
trabajo se evalud su potencial en el defoliador de la maracuy3; en el cual registré una mortalidad de
entre 20% y 84% al cuarto dia; determinado la CL50 con de 9.39 x 10° conidios mL-1 y la CL95 fue de
1.42 x 108 conidios mL-1, demostrando su efectividad sobre larvas de lepiddpteros (Malpartida-Zevallos

et al., 2013)
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El proyecto de Integracién Curricular se llevé a cabo en la Estacién Experimental Santo Domingo

INIAP, ubicado en la provincia de Santo Domingo en el Km 38 de la via Santo Domingo-Quinindé, cantén

la Concordia.

Ubicacion Geografica

Figura 4

Ubicacion geografica donde se desarrollo el Proyecto de integracion curricular

UBICACION GEOGRAFICA DEL PROYECTO DE INTEGRACION CURRICULAR
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Nota: Elaboracion Propia

e Qeste: 79222
e Norte : 009201’
e Altitud: 300 msnm

Fuente: (Bravo & Carranza, 2022)

Ubicacion Ecoldgica

e Temperatura media anual : 24.7 °C

e Precipitacién media anual : 2704.3 mm/afio

e Heliofania media anual : 705.1 horas luz/afio

e Humedad relativa : 87 %.

e Altitud : 300 msnm

e Topografia : Regular

e Suelos : Franco Arenosos.

e Zona de vida Holdridge : Bosque Humedo Tropical (bh-T).

Fuente: (INIAP, 2020).

Materiales
Tabla 2

Insumos, Materiales y Equipos utilizados en laboratorio.

Insumos Materiales Equipos

Papa Dextrosa Agar Vidrieria de laboratorio Camara de flujo Laminar
Alcohol Asas Autoclave

Cepas de Beauveria Micropipetas Microondas
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Insumos Materiales Equipos

Tween Puntas Microscopio
Tetraciclina Guantes Estereoscopio
Agua destilada Mascarillas Estufa
Extractos de ajo, cebolla, Cofia Balanza analitica
tomillo, eucalipto y Cubre zapatos Centrifuga
propdleo Camara de Neubauer

Mechero

Algoddn

Papel

Atomizadores

Filtro de tela

Métodos

Factores a probar.

El factor que se estudié en el proyecto de integracion curricular fue la muerte causada por los

extractos de moléculas organicas bajo diferentes concentraciones mas la combinaciéon del hongo

entomopatdgeno.

Tratamientos a comparar.

Fase 1 (DL50 individual)



Tabla 3

Tratamientos establecidos al inicio de la investigacion

Tratamiento

Denominacién

1

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

Ajo al 2%

Ajo al 5%

Ajo al 8%

Ajo al 10%
Cebolla al 2%
Cebolla al 5%
Cebolla al 8%
Cebolla al 10%
Tomillo al 2%
Tomillo al 5%
Tomillo al 8%
Tomillo al 10%
Eucalipto al 2%
Eucalipto al 5%
Eucalipto al 8%
Eucalipto al 10%
Propdleo al 2%
Propdleo al 5%
Propdleo al 8%
Propdleo al 10%
Hongo 1x10°8
Hongo 1x107
Hongo 1x108

Hongo 1x10°

41
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Tratamiento Denominacién
25 Cipermetrina+Ethion 0.2ml/Itr
26 Cipermetrina+Ethion 0.3ml/Itr
27 Cipermetrina+Ethion 0.4 ml/Itr
28 Cipermetrina+Ethion 0.5ml/Itr
29 Testigo (Agua)

Nota: Los tratamientos fueron modificados segun las pruebas preliminares realizadas al inicio de la

investigacién. Elaboracidn propia

Tratamientos realizados.

En las pruebas de antagonismo, se demostré que el extracto de propéleo y tomillo inhibieron el
crecimiento del hongo, ademas se realizaron pruebas previas para determinar las dosis letales de los
extractos obteniéndose que el extracto de cebolla y eucalipto, a pesar de no inhibir el crecimiento del
hongo, no mata a las ninfas de garrapatas en ninguna dosis ni presentacién (seco y fresco) teniendo
como tratamientos a evaluar en la primera fase, los siguientes:

Tabla 4

Tratamientos evaluados Fase 1.

Tratamientos Descripcion
1 Ajo 2%
2 Ajo 4%
3 Ajo 6%
4 Ajo 8%

5 Ajo 10%



Tratamientos Descripcion

6 Ajo 12%

7 Hongo 1x10?

8 Hongo 1x103

9 Hongo 1x10*

10 Hongo 1x10°

11 Hongo 1x10°6

12 Hongo 1x10’

13 Cipermetrina+Ethion 0.3 ml/I
14 Cipermetrina+Ethion 0.4 ml/I
15 Cipermetrina+Ethion 0.5 ml/I
16 Cipermetrina+Ethion 0.6 ml/I
17 Cipermetrina+Ethion 0.8 ml/I
18 Cipermetrina+Ethion 1 ml/I
19 Testigo (Agua)

Nota: Tratamientos evaluados para calcular la DL50 individual. Elaboracién Propia

Fase 2. DL50 en combinacion Cipermetrina, Ethion (Derrivante) + Hongos entomopatégenos
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Tabla 5

Tratamientos evaluados combinacion con ajo fresco, Fase 2.

Tratamiento Denominacion

1 4.3% de Ajo+ 7.81x10° esporas/ml
2 4.3% de Ajo+ 7.81x10° esporas/ml
3 4.3% de Ajo+ 7.81x10% esporas/ml
4 4.3% de Ajo+ 7.81x103 esporas/ml
5 4.3% de Ajo+ 7.81x10? esporas/ml
6 4.3% de Ajo+ 7.8x10" esporas/ml
7 Agua

Nota: Tratamientos evaluados en la segunda fase para obtener la DL50 del hongo en combinacién con ajo
fresco. Elaboracién propia.
Tabla 6.

Tratamientos evaluados en combinacion con derribante, fase 2

Tratamientos Descripcion
1 0,5 ml/I de Derribante + 1.61x10% esporas/ml
2 0,5 ml/I de Derribante +1.61x107 esporas/ml
3 0,5 ml/I de Derribante +1.61x10° esporas/ml

4 0,5 ml/I de Derribante +1.61x10° esporas/ml
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Tratamientos Descripcion
5 0,5 ml/I de Derribante +1.61x10* esporas/ml
6 0,5 ml/I de Derribante +1.61x103% esporas/ml
7 Agua

Nota: Tratamientos evaluados en la segunda fase para obtener la DL50 del hongo en combinacién con

Derribante. Elaboracion propia.

Repeticiones.

Cada tratamiento tuvo cuatro observaciones, teniendo un total de 76 cajas Petri como unidades

experimentales en la primera fasey 56 en la segunda fase.

Croquis del disefio.

Figura 5

Distribucion de las unidades experimentales del ensayo
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Nota: Cada color corresponde a un tratamiento. Elaboracién propia.
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Analisis estadistico.

Para el analisis estadistico de los datos se utilizd un Disefio Completamente al Azar con cuatro
observaciones, analizado con un modelo de regresidn lineal Probit en ambas fases, en la segunda fase
se analizd con Probit y se aplicd un analisis de varianza. Las fuentes de variacion fueron dosis y tiempo,
aplicandose 4 dosis y 3 tiempos de monitoreo correspondiente a; 48, 96 y 144 horas. Los datos para la
dosis letal media del hongo entomopatdgeno se evaluara hasta las 216 horas, por lo tanto, la segunda

fase se observara hasta el noveno dia.

Variable a medir.

Mortalidad.

La mortalidad de ninfas de garrapatas se evalué mediante observacidn continua a las 48, 96, 144
horas en caso de los extractos, 24 horas para los tratamientos con cipermetrina y 216 horas en las
disoluciones del hongo entomopatégeno. Se determind la mortalidad contando el nimero de ninfas
muertas por cada tratamiento, fue necesario hacer pequeios movimientos y punciones suaves con un
objeto punzante previamente esterilizado para asegurar que no exista movimiento locomotor en el

insecto.

Manejo de la investigacion.

Recoleccion de Garrapatas.
Se colectaron garrapatas de la especie Rhipicephalus microplus en fase teleogina directamente de la piel
del animal de la finca seleccionada, ubicada en la via valle hermoso los bancos, recinto San Cristdbal
Coldn. Se procedid aidentificar las zonas mas afectadas en el animal que, cominmente son las ubres,
ancas y patas traseras, para luego, con ayuda de nuestras manos, desprenderlas y colocarlas en
recipientes con tapa agujereada permitiendo la aireacién. Dentro del frasco se colocd una torunda de

algoddn humedecido con agua para luego ser transportadas al laboratorio de proteccidon vegetal INIAP.



Figura 6

Recoleccion de garrapatas Rhipicephalus microplus

Nota: (A) Recoleccion manual de garrapatas en fase teleogina. (B) Desprendimiento de garrapatas
directamente de animales infestados. (C) Almacenamiento de garrapatas a nivel de campo. (D) Finca
ubicada en la via Valle Hermoso Los Bancos.
Produccién de ninfas de garrapatas.
Para la produccion de ninfas de garrapata en laboratorio se empleé la metodologia realizada
por (Bravo & Carranza, 2022) , se coloco 20 garrapatas por caja Petri durante una semana, dejando
incubar a temperatura ambiente (26 a 272C) en el laboratorio de proteccion vegetal de la EESD con

humedad relativa del 70%. Transcurrido el tiempo se observé la ovoposicidn de las garrapatas.
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Figura 7

Produccion de ninfas de garrapatas.

Nota: (A) Huevos de garrapatas vistas a través del estereoscopio. (B) Ovoposicién de garrapatas en fase
teleogina. (C) Ovoposicion vista a través del estereoscopio.

Una vez puesto los huevecillos, se contd bajo el estereoscopio 100 huevos, los cuales fueron pesados en
una balanza analitica y trasladados a un tubo de ensayo taponado con algodén como muestra
referencial, para el proceso de incubacidn, los huevos restantes se transfirieron tomando en cuenta la
referencia del peso de los 100 huevos y se pasoé a llenar cada tubo, asi mismo fueron taponados con
algoddn, se colocaron en rejillas a temperatura de 26.5 2 C aproximadamente, cada semana se fueron
humedeciendo los algodones con agua destilada estéril, procurando mantener la humedad. Se esperd
cuatro semanas para disponer de sus ninfas y proceder con las pruebas, de tal forma se humedecieron

los algodones con agua azucarada para procurar la vitalidad de las ninfas.
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Figura 8

Conteo y almacenamiento de huevos.

Nota: (A) Conteo de huevos de garrapatas. (B) Peso de 100 huevos de garrapatas. (C) 100 huevos de
garrapatas en un tubo de ensayo. (D) Almacenamiento de huevos de garrapatas.
Obtencion de extractos botdnicos en sélido.

Todos los productos seleccionados ajo, cebolla, tomillo, eucalipto a excepcién del propdleo, por
motivos de venta, se secaron en la estufa durante 24 horas a una temperatura de 702C, en el caso del
ajo se lo colocd en laminas y la cebolla por capas sobre papel periddico sellado, el tomillo se lo coloco
por ramas cubierto de papel y el eucalipto se dispuso en hojas, y al igual que el resto, se llevd a secarl a
la estufa. El propdleo fue usado directamente como viene en su presentacidn al publico, diluido con

alcohol.
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Figura 9

Secado de ajo en estufa.

Nota: Proceso de secado para el ajo laminado en estufa.

Una vez deshidratados los productos, se procedié a moler cada uno por separado en un molino
de mano, una vez obtenido el polvo se pesd 20g para ser utilizado en las pruebas de antagonismo al
10%, para ello se pesd 20g de cada uno, se afiadid un poco de agua hasta formar una pasta espesa y se
colocé en los tubos de ensayo de centrifuga, se centrifugd durante 15 minutos a 700 rpm para separar la
molécula y obtener el liquido para ser utilizado en los medios de cultivo con PDA.

Figura 10

Preparacion de medio de cultivo a base extractos botdnicos en sélido.
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Nota: (A) Triturado de los productos en seco. (B) Separacion de la molécula organica en centrifuga. (C)

Liquido obtenido de la centrifuga. (D) Adicion de la molécula en medio PDA.

Pruebas de antagonismo.

Para descartar la existencia del extracto que inhiba el crecimiento del hongo se realizaron
pruebas de Antagonismo en su mayor concentracion. Se prepard 100 ml de PDA con agar estimado para
200 ml los cuales fueron completados con el 10% de la extraccién de la molécula de 20 g de cada
extracto, obtenido en la centrifuga, se mezclaron y se dispensaron en cajas Petri. Ya solidificado el
medio se sembré el hongo y en la parte posterior de las cajas se marcd una cruz como guia para tomar
las medidas del crecimiento del micelio hasta los 10 dias, pasado ese tiempo se determind que los
extractos de tomillo y propéleo inhibian el crecimiento del hongo entomopatégeno.

Figura 11

Pruebas de antagonismo

Nota: Cada prueba se realiz6 con PDA mas la molécula del extracto organico.

Ensayos preliminares
Con la obtencidn de los extractos botanicos se realizaron diferentes concentraciones, las que
estaban previstas al inicio del ensayo, 2%, 5% 8% y 10%. En 49 ml de agua destilada estéril (ADE) se

colocd 1g de cada extracto que no inhibid el crecimiento del hongo para obtener una concentracién al
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2%, luego, en 47.5 ml se colocd 2.5 g del extracto para llegar a una concentracién del 5 %, en otros 46ml
se dispuso 4g para logar el 8 % y para el 10% se afiadié 5g del extracto en 45 ml de ADE.

En cada unidad experimental correspondiente a cada caja Petri se colocardndiscos de papel de
9cm de didmetro en la base y en la tapa de la caja, y dentro de cada caja se colocaron 100 ninfas de
garrapatas criadas en laboratorio. Se dispensaron 12 unidades experimentales, cuatro por cada extracto.
Para el primer extracto se colocaron 100 ninfas de garrapatas y se asperjo tres “chisgueteadas” (3ml) de
la concentracidn de ajo al 2%, asi mismo en una segunda caja se asperjé la solucién al 5%, en una tercera
al 8% y en la cuarta al 10%, los mismo se realizé para el extracto de cebolla y eucalipto, luego de la
observacion a las 48, 96 y 144 horas no se obtuvo muertes significantes de las ninfas, por lo tanto, se
realizaron pruebas a altas concentraciones del 20%, 30%, 40% y 50%. Debido a que no hubo mayor
diferencia con las concentraciones mas bajas se descarto los extractos en molienda seca.

Figura 12

Prueba Fase 1 con extractos sdlidos

Nota: (A) Preparacion de los extractos con diferentes concentraciones. (B) Traslado de ninfas de
garrapatas a cajas Petri. (C) Asperjado de los extractos segun los tratamientos. (D) Establecimiento de

los tratamientos.
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Obtencion de extractos botdnicos en fresco.
Se tomaron todos los productos frescos del ajo, cebolla y eucalipto, se molieron por separado con ayuda
de un molino de mano hasta obtener una pasta cremosa, sobre un filtro de tela se colocd la pasta y con
las manos previamente desinfectadas se hizo presién para conseguir Unicamente el liquido, separado de
las fibras.
Figura 13

Obtencion de extractos botdnicos en fresco.

Nota: (A) Peso del producto en fresco. (B) y (C) Obtencion del extracto liquido
Ensayo Definitivo

Con la obtencidn de los extractos frescos se procedid a realizar diferentes concentraciones 10,
20, 30, 40y 50% para obtener el rango de la DL50. En 18ml de ADE se colocé 2ml de extracto para el
10%, para el 20% se afiadié 4ml en 16ml de ADE, 6ml de extracto en 14ml de ADE para obtener un 30%
de concentracidn, 8ml de extracto en 12 ml para un 40% y para el 50 % se mezclé 10 ml de extracto mas
10ml de ADE.

Se dispensaron 15 unidades experimentales con el papel absorbente en la base y en la tapa,
posterior se transfirieron las 100 ninfas y se asperjo cada extracto por cada concentracion. Luego de 144

horas se determind que el extracto que mata las ninfas de garrapatas fue el de ajo, mientras que la
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cebolla y eucalipto no mostraron muertes significativas para el propésito del ensayo, ademas, se
encontré que el rango de la DL90 del ajo estaba entre el 10% al 20% de concentracién. Luego se hicieron
pruebas con concentraciones del 10%, 12%, 14%, 16%, 18% para determinar la DL90 mds precisa y
obtener un rango mas exacto para la DL 50. Se observé una mortalidad del 100 % en la concentracion al
12%, y una menor en la concentraciéon al 10%, por lo tanto, se realizaron los tratamientos con
concentraciones del 2, 4, 6, 8, 10y 12% para hallar la dosis letal media.

Figura 14

Pruebas de mortalidad con extractos orgdnicos en fresco.

Nota: Cajas Petri con diferentes concentraciones de ajo.

Disoluciones seriadas de hongos entomopatogenos.

Se preparard una solucion de Tween 80 al 0.1%, en un litro de agua destilada se colocé 8 gotas de
Tween, se vertido 9 ml de la solucion por cada tubo de ensayo, completando 10 en total, posterior a ello
se colocaron las tapas con una ligera vuelta, evitando que quede muy ajustada para luego llevarlas a
esterilizar a la autoclave durante 20 minutos. Transcurrido el tiempo determinado se coloca el material
en la cdmara de flujo laminar junto a una gramera y un vortex. De las cepas ya incubadas se pesé 1g, a
continuacién, se preparard una suspensidn de esporas colocando el gramo del contenido del hongo en
un tubo de ensayo con 9ml de solucion de Tween 80, para luego ser agitado en el vortex durante un

minuto, con la ayuda de una micropipeta se tomé 1ml de la solucidon madre y se pasé a un segundo tubo
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el cual fue agitado durante un minuto en el vortex para luego tomar 1ml de esa solucién y pasar a un
tercer tubo, eso se realizara en los nueve tubos, siendo agitado cada uno de ellos durante un minuto.
Figura 15

Proceso para la realizacion de las disoluciones seriadas.

Nota: (A) Peso de 1g de Beauveria spp (B) Toma de 1ml de solucién con micropipeta. (C) Agitacion

durante 1minuto en vortex. (D) Disoluciones seriadas de Beauveria spp.

Activacion de hongos entomopatégenos.

De cada dilucion realizada de las cepas Beauveria spp se rociaron 3ml por cada unidad
experimental, asi mismo, se colocé 100 ninfas de garrapatas por caja, a los nueve dias se observo el
nuimero de muertes con resultados no favorables, por lo tanto, se necesitd activar las cepas.

De las pruebas realizadas, se tomo las pocas ninfas de garrapatas muertas y se colocd en camara
humeda. Dentro de un plato Petri con agua se dejé posar otra caja de menor tamafio con las ninfas
muertas en seco y con la tapa de la caja mas grande se cerré con normalidad, esto con el objetivo de
crear un espacio saturado de humedad relativa. Alos 8 dias se pudo observar el crecimiento del hongo

entomopatdgeno sobre las ninfas. En seguida, en una camara de flujo laminar se ejecuté la siembra de
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la ninfa con los signos sobre PDA y se dejo incubar a temperatura ambiente. Ya esporulado el hongo se
realizaron disoluciones y se aplicd nuevamente en las ninfas para comprobar su accion letal.
Figura 16

Reactivacion de cepas de Beauveria spp.

Nota: (A) Camara humeda. (B) y (C) Ninfas de garrapata esporuladas
Determinacion de la concentracion de esporas mediante conteo de conidios

El conteo de conidios para determinar la concentracion de esporas se realizé sobre la camara de
Neubauer colocando 10 pl de una dilucidn seriada de la cepa Beauveria spp 1072 se cubrid con un
cubreobjetos y se dejé reposar por dos minutos antes de realizar las lecturas en el microscopio. Con
objetivo 40X se realizaron dos repeticiones de las lecturas de los cuatro cuadrantes, se cuantificaron los
conidios presentes en 5 cuadrantes obteniendo un total de 20 datos. Por ultimo, se aplicéd la formula
ajustada por (Gomez et al., 2013).

conidios _
—) =X *10000 = 25« FD

Concentracioén de conidios ( l
m

Donde:
X : Promedio de las 20 lecturas por drea de conteo

FD: Factor de diluciéon (inverso de la dilucion cuantificada)
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25 y 10 000: Constantes para cuadrantes laterales
Figura 17

Conteo de conidios de Beauveria spp.

Nota: (A) Colocaciénde 10 pl de disolucion sobre cdmara de Neubauer. (B) Observacion en microscopio.

(C) Conidios de Beauveria spp observados en microscopio optico a 40x

Repique de cepas de hongos entomopatégenos.

De las mejores cepas del hongo entomopatdgeno activo, se toméd pequeiias muestras de cada
una de ellas para ser sembradas en un nuevo medio de cultivo (PDA), para ello, previamente se limpié
correctamente la cdmara de flujo laminar y se procedié a colocar todos los materiales, se hizo uso de un
mechero encendido, un asa, un vaso de precipitado con alcohol, cajas Petri con PDA y se continué con el
proceso de repique. Cerca del mechero se abrid la primera cepa, con el asa se tomd un poco de micelio y

se colocd en una nueva caja Petri con PDA hasta completar las cajas necesarias.
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Figura 18

Repique de cepas de Beauveria spp.

Nota: Proceso para repicar cepas de hongos entomopatdgenos.

Germinacion de conidios

Para determinar el porcentaje de germinacion se realizaron diluciones seriadas de cepas de
Beauveria spp, de las cuales se utilizé la dilucién 1072, Para ello se sembré en 24 cajas Petri con Agar-
Agua (AA) 0,1 ml de la dilucién en cinco puntos previamente marcados al reverso de cada caja, las
evaluaciones se realizaron cada hora. Pasado el tiempo se adiciono azul de lactofenol en cada punto,
luego se cortd con una espatula la porcion de agar de cada punto y se colocd en un portaobjeto cubierto
por un cubreojeto, se observd en un microscopio realizandose cinco lecturas por caja. Para considerar
un conidio germinado, se tomd como parametro que el tubo germinativo sea del mismo tamafio o
mayor al conidio. Una vez contabilizado el nimero de conidios germinados hasta las 24 horas se
procedio a calcular el porcentaje de germinacidn utilizando la férmula establecida por (Berlanga &
Hernandez, 2006).

L Numero de conidios germinados
Germinacion % = — * 100
Total de conidios evaluados
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Figura 19

Siembra de Beauveria spp para determinacion del porcentaje de conidios germinados.

Nota: (A) Cajas Petri con medio de cultivo agar-agar (B) siembra del hongo entomopatdgenos en los

circulos de referencia.

Fase I, dosis letal media (DL50) individual.

En las pruebas preliminares se obtuvo que el Unico extracto que mata a las ninfas de garrapatas
sin inhibir el crecimiento del hongo fue el extracto de ajo fresco, por lo tanto, los tratamientos en la
primera fase se redujeron.

Se colocd un total de 40 cajas o unidades experimentales previamente adecuadas con el papel
absorbente, asi mismo, se preparé el extracto de ajo al 2%, 4%, 6%, 8%, 10% y 12%, los cuales fueron
asperjados por cada caja con 100 garrapatas por cuatro repeticiones, a cada repeticion se sumod un
testigo absoluto de agua, cada tratamiento fue rociado con 3ml de su liquido correspondiente
representado por tres “chisgueteadas”.

Haciendo uso del mismo proceso se calculd la dosis letal media individual del hongo
entomopatdgeno hasta el noveno dia evaluando diferentes dosis: 2.44x107 esporas/ml, 2.44x108
esporas/ml, 2.44x10° esporas/ml, 2.44x10* esporas/ml, 2.44x103 esporas/ml y 2.44x10?% esporas/ml
resultando 1.29 x10°. Para comprobar la accidn letal del hongo entomopatdgeno se llevé a cdmara

humeda las garrapatas muertas, a los ocho dias se observé la esporulacidn del hongo sobre las ninfas.
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Para determinar la DL50 de la cipermetina se realizd el mismo procedimiento a excepcién de
gue se utilizd una tela con filtro como tapa de la caja Petri permitiendo la aireacién, simulando la
aplicacion en campo, de alli el proceso fue igual, se asperjé Derribante en cinco dosis 0,3 ml/l 0,4 ml/I;
0,5 ml/l; 0,6ml/l y 0,7ml/l por cada caja, repitiendo cuatro veces, asi mismo se dispuso de un testigo
absoluto. En total se prepararon 24 unidades experimentales.

Para calcular la dosis letal media se hizo uso de la formula de la ecuacién de la recta, anadiendo
el antilogaritmo del resultado.

X=mx+b

—-b

X = y—o
m
L y—b
X = Antilog (—)
m

Donde:
y=5 (50% para Probit)
b= Variable independiente
m=Variable dependiente

Figura 20

Caracteristicas fisicas de la muerte causada por diferentes agentes sobre ninfas de garrapatas.
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Nota: (A) Caracteristica de la muerte causada por Beauveria spp. (B) Esporulacién del hongo
entomopatdgeno sobre la garrapata dias después de su muerte. (C) Muerte causada por extracto
organico de ajo y (D) Ninfa de garrapata muerta por accién del Derribante.

Fase 2, Dosis letal media (DL50) del hongo entomopatégeno en combinacion de

Cipermetrina mds Ethion y extracto de ajo.

El establecimiento del bioensayo en su segunda fase se realizd6 de manera similar que en la
primera, con la particularidad de sus combinaciones, es decir, se mezclé la DI50 del extracto de ajo mas
siete concentraciones diferentes de Beauveria spp ordenado de la siguiente manera; 4,3% de Ajo
+7.81x107 esporas/ml, 4,3% de Ajo + 7.81x10° esporas/ml, 4,3% de Ajo + 7.81x10° esporas/ml, 4,3% de
Ajo + 7.81x10* esporas/ml, 4,3% de Ajo + 7.81x103 esporas/ml, 4,3% de Ajo + 7.81x10? esporas/ml y
4,3% de Ajo + 7.81x10! esporas/ml. Para ello se calculd el 4,3% del contenido de las disoluciones

seriadas (9ml), obteniendo 0,38 ml de extracto de ajo por cada disolucion.

De esta manera se combind 0,38 ml de extracto de ajo mas 8,69 ml de disolucién de hongo
entomopatdgeno, la misma combinacidn se realizd para cada concentracidon de Beauveria spp. En cada
caja Petri se colocd papel absorbente tanto en la base como en la tapa, todo previamente esterilizado,
por cada caja se transfirieron 100 ninfas de garrapatas y se asperjé 2ml de cada concentracidn,

repitiendo en cuatro ocasiones.

Con respecto a la mezcla con Derribante, se utilizé su dosis letal media 0,5 ml/l y una solucidn
madre de Beauveria spp. de 1.61x10° esporas/ml, de la misma manera se realizaron las combinaciones;
0,5 ml/l +1.61x108 esporas/ml, 0,5 ml/l + 1.61x107 esporas/ml, 0,5 ml/l + 1.61x10° esporas/ml, 0,5 ml/I +
1.61x10° esporas/ml, 0,5 ml/I + 1.61x10% esporas/ml, 0,5 ml/l + 1.61x10% esporas/ml y 0,5 ml/I +1.61x10?
esporas/ml. Por cada tubo de 9ml de las disoluciones seriadas se agregé 4,5 pl del producto Derribante

por concentracion.
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Al igual que en el proceso de la combinacién anterior, por cada caja o unidad experimental se
paso a rociar las 100 garrapatas con 2ml de la mezcla, asi mismo, realizando cuatro repeticiones, la
diferencia en esta metodologia radica, que, en lugar de ocupar la misma tapa de la caja Petri se utilizd

una tela de filtro correctamente sellada y esterilizada.

Para esta fase se realizaron las tomas de datos a las 96 horas y 216 horas de haber asperjado las
ninfas considerando que el ciclo biolégico del hongo alcanza su letalidad a los nueve dias (Bravo &

Carranza, 2022).

Figura 21

Ejecucion del efecto golpe de Beauveria spp con extracto de ajo y derribante.

Nota: (A) Establecimiento del bioensayo en el laboratorio de Proteccién Vegetal EESD. (B) Mezcla de
Derribante con diferentes concentraciones de Beauveria spp. (C) Unidad experimental de la mezcla de

Derribante con Beauveria spp.

Toma de datos
A las 48, 96 y 144 horas de haber establecidos los tratamientos se registrd el nimero de ninfas
de garrapatas muertas por cada tratamiento y repeticién. Se tomd cada unidad experimental, se

destapd y se contabilizd el nimero de garrapatas muertas con ayuda del estereoscopio, observando que



las garrapatas vivas, en su mayoria, se agrupaban en la tapa de la caja Petri y las muertas se posaban
sobre la base. Para Determinar el porcentaje de mortalidad en aquellos tratamientos con el hongo
entomopatdgeno se contabilizd a partir del cuarto hasta el noveno dia. En el caso de extracto de ajo
fresco se observé el 50% de ninfas muertas a las 48 horas y para la dosis letal media individual de la
cipermetrina se considerd 24 horas.

Figura 22.

Toma de Datos

Nota: Recoleccion de datos mediante conteo de ninfas muertas

Capitulo IV

Resultados y Discusion

Pruebas de Antagonismo de Beauveria spp. en PDA combinado con extractos organicos

En los diferentes medios de cultivo se evidencié un crecimiento desigual, en la Figura 1 se
muestra que, en el dia tres, los medios de cultivo de ajo y cebolla obtuvieron el mayor crecimiento en
comparacion con los demas extractos organicos y el testigo, en los siguientes dias evaluados, se

mantuvo el mayor crecimiento en las mismas especies, con la diferencia que en el medio de cebolla
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hubo incremento de colonias en toda la caja Petri y un mayor esporulado; el ajo mantuvo una sola
colonia de crecimiento; en el caso de cipermetrina se vio un menor crecimiento respecto al testigo, lo

cual indica que el crecimiento es lento pero no hay antagonismo.

Figura 23

Evaluacion del tercer dia de crecimiento de Beauveria spp en PDA combinado con extractos orgdnicos
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Dia tres

Ajo Cebolla Eucalipto Derribante Tomillo Propdleo Testigo

Nota: Evaluacién del crecimiento antagdnico de Beuaveria spp. en PDA combinado con extractos

organicos; la primera fila corresponde al dia tres, donde se refleja un crecimiento normal del hongo en los

extractos de ajo, cebolla, eucalipto y derribante en comparacién al testigo, en los extractos de tomillo y

propdleo no hubo crecimiento.
Figura 24.

Evaluacion dia tres del crecimiento de Beauveria spp. en cada medio de cultivo
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Nota: Elaboracion propia

En la figura 24, se presentan los promedios de crecimiento de Beauveria spp. de cada uno de los
medios de cultivo. Se aprecia que a partir del dia tres existe diferencia entre los tratamientos, el medio
de cultivo de propdleo ytomillo presentd nulo crecimiento, esto debido a que el tomillo contiene
compuestos como el timol y carvacrol que evitan la capacidad reproductiva y germinativa de la espora
(Velasquez et al., 2014); en el caso del propdleo, (Londofio et al., 2008) sefiala que el extracto puede
causar dafio al conidio inhibiendo la formacidn del tubo germinativo. El ajo tuvo el mayor crecimiento
respecto al testigo, con 11,26 mm; el derribante presentd el menor crecimiento, lo cual se le atribuye a
la presencia de la molécula quimica que posee, de esta forma actua retrasando la germinacién del
hongo, pero no inhibiéndola (Cazorla & Morales, 2010).

Al sexto dia se pudo observar que los mayores promedios de crecimiento respecto al testigo se
presentaron en los tratamientos de cebolla (21,33 mm) y ajo (20 mm), ambas con compuestos
organoazufrados, que tienen la capacidad de inhibir el crecimiento del hongo, en este caso no se le
atribuye este efecto ya que al usar moliendas secas que han pasado por temperaturas superiores a los
70° provocan que la enzima que genera los efectos inhibitorios decrezca o se inactive (Greco, 2011). En
el dia diez la cebolla siguié dominando el mayor rango de crecimiento promedio respecto al testigo y los
demas tratamientos, por lo cual se puede concluir que los tratamientos de cebolla, ajo, eucalipto y el
derribante quimico no tiene antagonismo con el hongo Beauveria spp., en el caso del tomillo y el
propdleo, debido a que su molécula inhibe su germinacion cesa el desarrollo.

Prueba de Antagonismo de Beuaveria spp. en PDA combinado con extracto organicos de Ajo
fresco

A partir de la evaluacidn de efectividad de los extractos orgdnicos frescos para control de ninfas
de garrapatas se procedid a realizar la prueba de antagonismo, se usoé el extracto de ajo en

concentracion del 12%, en los dias evaluados, no hubo crecimiento, lo cual se le atribuye a sus
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compuestos organoazufrados que inhiben la germinacién de los conidios, pero que sin embargo, no
mata al hongo (Sinavimo, 2020). Por ello, una vez germinadas los conidios del hongo como recomienda
(SENASA, 2017) se sembrd sobre PDA con extracto de hongo y se logré observar el crecimiento de las

hifa confirmando lo antes mencionado.

Ensayo preliminar

Debido a que las pruebas de antagonismo arrojaron resultados negativos en el crecimiento
micelar del hongo entomopatdgeno para los extractos de tomillo y propéleo se los descarté
automaticamente de las pruebas y tratamientos, teniendo como Unicos extractos a evaluar; ajo, cebolla
y eucalipto en diferentes concentraciones junto con el testigo, los mismo que se evaluaron en tres

diferentes tiempos, 96 horas, 48 y 144 horas.

Tabla 7.

Tratamientos evaluados en fase preliminar

Tratamientos Descripcion
1 Ajo 2%
2 Ajo 5%
3 Ajo 8%
4 Ajo 10%
5 Cebolla 2%
6 Cebolla 5%

7 Cebolla 8%



Tratamientos Descripcion

8 Cebolla 10%
9 Eucalipto 2%
10 Eucalipto 5%
11 Eucalipto 8%
12 Eucalipto 10%
13 Agua

Nota: Elaboracion propia.

Debido a que el grado de significancia es mayor que el 5% no existe buena correlacion entre el
rango de las variaciones y las concentraciones ensayadas, por lo tanto, no influye significativamente en

la tasa de mortalidad, lo que se representa en la siguiente figura.



Figura 25.
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Porcentaje de garrapatas muertas a las 144 horas de aplicacion de extractos orgdnicos en moliendas

secas en concentraciones del 2% al 10%.

Porcentaje de Letalidad

Mortalidad de garrapatas con extractos en molienda seca

® 144h -0,0896" + 35 R*=0,153

Tratamientos

Nota: Elaboracion propia

En la figura 25 de respuestas transformadas por Probit se puede analizar que ningun extracto en

ninguna concentracién (2,5,8 y 10%) alcanza un porcentaje cercano al 50% para determinar su poder

acaricida, obteniendo 3.5% como el mayor porcentaje de letalidad a las 144 horas del extracto de

Eucalipto en una concentracidn al 10% lo que indica en efecto lo dicho anteriormente en la tabla 7, por

lo tanto, se realizaron nuevas pruebas en concentraciones mas altas representadas a continuacion.

Tabla 8.

Tratamientos evaluados con extractos en molienda seca del 20% a 50%

Tratamientos Descripcion

1 Ajo 20%



Tratamientos

Descripcion

10

11

12

13

Ajo 30%

Ajo 40%

Ajo 50%

Cebolla 20%

Cebolla 30%

Cebolla 40%

Cebolla 50%

Eucalipto 20%

Eucalipto 30%

Eucalipto 40%

Eucalipto 50%

Agua

Nota: Elaboracion propia.
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Figura 26.

Porcentaje de garrapatas muertas a las 144 horas de aplicacion de extractos orgdnicos en moliendas

secas en concentraciones del 20% al 50%.

Mortalidad de garrapatas con extractos en molienda seca (50%)
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Tratamientos

Nota: Elaboracion propia

En la Figura 26 se determina que no existe una DL50 para los extractos en concentraciones del
20, 30, 40, y 50% debido a que no alcanza un porcentaje adecuado, no hay mayor diferencia con los
extractos de menores concentracion, concluyendo anular los extractos en molienda seca.

Para la obtencion de las moliendas secas de los extractos organicos, se sometio a secado en la
estufa a 70°C por un lapso de tiempo de 48 horas; se conoce que un tejido vegetal al ser sometido a
temperaturas altas, sufre cambios en sus propiedades bioquimicas.

En la aplicacion de los tratamientos sobre las ninfas de garrapatas a concentraciones de 2%, 5%,
8% y 10%, no se obtuvo un porcentaje relevante de mortalidad en ningln tratamiento, posteriormente
se realizd pruebas en concentraciones mas elevadas de 20%, 30%, 40%, 50%, en las cuales tampoco se

logré obtener la mitad de la poblacidon de ninfas muertas.
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La baja eficiencia de mortalidad en ninfas de garrapatas, podria deberse a la metodologia
empleada para la extraccion de los extractos organicos en molienda seca corroborando lo antes
mencionado. (Greco, 2011) indica que en el caso del ajo, la enzima allinasa, al ser sometidas a
temperaturas mayores de los 40° por periodos de tiempo largo, se inactiva o decrece su actividad; otro
factorimportante es el método de deshidratacién utilizado, la estufa de laboratorio no funciona igual
que un secador industrial, ya que los hornos que se usan son especializados, controlan la humedad vy el

flujo de aire en diferentes periodos de tiempo, lo cual garantiza una mayor preservacion de la enzima.

Se logré determinar que, la técnica de extraccidn que se usd, tuvo niveles bajos en calidad y
concentracion de los compuestos bioactivos, de tal forma que esto repercutid en la ineficiente
mortalidad de las ninfas de garrapatas. (Lopez E., 2008), indica que los aceites esenciales son lipidos,
gue se pueden extraer usando diversas metodologias, como ejemplo, la destilacion por arrastre de
vapor se usa con mayor frecuencia para plantas con compuestos volatiles; Para la extraccidon de otros
compuestos se puede usar solventes volatiles como alcoholes, con estas metodologias y sabiendo el tipo
de compuesto que se requiere extraer, se puede conseguir porcentajes mas puros de concentracién y

calidad de las sustancias bioactivas.

Ensayo definitivo

Al no obtener resultados favorables con los extractos en moliendas secas se procedio a preparar
extractos con los productos frescos, para ello se evaluaron los siguientes tratamientos.
Tabla 9.

Tratamientos evaluados con extractos en molienda fresca del 10% a 50%

Tratamientos  Descripcion

1 Ajo 10%



Nota: Elaboracién propia.

Tratamientos Descripcion

2 Ajo 20%

3 Ajo 30%

4 Ajo 40%

5 Ajo 50%

6 Cebolla 10%
7 Cebolla 20%
8 Cebolla 30%
9 Cebolla 40%
10 Cebolla 50%
11 Eucalipto 10%
12 Eucalipto 20%
13 Eucalipto 30%
14 Eucalipto 40%
15 Eucalipto 50%
16 Agua
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Figura 27.

Porcentaje de Mortalidad con extractos frescos a las 144 horas
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Nota: Elaboracion propia

En la figura 27 se muestra que el Unico extracto que logra matar mas del 50% de garrapatas es el
extracto de ajo fresco a una concentracion del 10% mientras que para el resto de concentraciones no se
alcanzé mortalidades cercanas al 50% ni en sus concentraciones mas elevadas, ademas, se puede
observar que el resto de extractos no cumplen con la funcidn acaricida en las 144 horas de evaluacion,
es decir, el Unico tratamiento que ha mostrado un porcentaje de mortalidad entre el 50% y 90% es el
extracto de ajo, por lo tanto, fue el Unico extracto evaluado en diferentes rangos para obtener la DL50.

Para el resto de extractos no se pudo demostrar un rango de mortalidad adecuada para
establecer una dosis letal con la metodologia implementada en molienda de productos frescos, (Eckert
& Wubker, 1991) indica que se debe realizar una metodologia adecuada de extraccién para cada planta,
puesto que cada una de ellas tienen una composicion diferente y pueden variar por diferentes factores.

Las moléculas orgdnicas fueron seleccionadas por su aplicacidon para controlar los acarosen la

abeja melifera, en el caso de la cebolla, (Mazeed & El-Solimany, 2020) documentaron un trabajo de
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investigacién donde la combinacidn ajo-cebolla alcanzd un porcentaje de mortalidad elevado, mientras,
que el aceite esencial de cebolla, actia en un 89,91% y en fresco 85,33% difiriendo de nuestros
resultados, sin embargo, se trata de diferentes especies. Con respecto al Eucalipto, en molienda fresca
no actla como antiparasitario, no obstante, (Ahumada et al., 2018) registra investigaciones haciendo
uso del aceite esencial con resultados significativos para el desprendimiento y muerte del acaro durante

24 dias.

Fase 1, dosis letal media (DL50) individual

Dosis Letal media individual de Extracto de ajo.

Figura 28.

DL50 de Extracto de Ajo

DL50 Extracto de Ajo
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Nota: Elaboracion propia
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X = Antilog(0,6)

DL 50 = 4,3 %

DL50 = 45ml/I

Con base al analisis Probit se observa en la figura 28 que la DL50 del extracto de ajo fresco a las

48 horas de su aplicacion se da a una concentracién de 4,3% obteniendo el 50% de mortalidad.

En una investigacion realizada por (Martinez-Velazquez et al., 2010), la aplicacion de aceite
esencial de ajo sobre ninfas de garrapatas a una concentracidn baja (2.5%) ,obtuvo el 90% de
mortalidad, de tal forma se puede comprobar la eficacia del ajo, al tener un extracto con alta

concentracion.

La elevada mortalidad que se obtuvo en el tratamiento de ajo fresco, se debe a sus compuestos
organoazufrados, tdxicos para los insectos, (Greco, 2011), explica que el ajo fresco al ser cortado, activa
la enzima allinasa, la cual reacciona con otros compuestos liberando tiosulfinatos y otros compuestos

organosulfurados.

Con estos resultados se ha logrado comprobar la mortalidad de las ninfas de garrapatas conla
aplicacién de la dosis letal media de extracto de ajo fresco, por lo tanto, se puede utilizar en un manejo
integrado de plagas, ademds, forma parte de las alternativas para contrarrestar la resistencia hacia los

acaricidas quimicos y sus efectos adversos.



Dosis letal media individual de Cipermetrina.

Figura 29.

Dosis letal media individual de Derribante

DL50 Derribante
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Se puede observar en a figura 29 que la dosis logaritmica -0,3 a las 24 horas de su evaluacidn

Dosis de Demibante (log)

76

alcanza un porcentaje de letalidad del 50%, es decir, mata la mitad de la poblacién de garrapatas siendo

su DL50 0,5 ml/l o 500 ppm de derribante (cipermetrina + ethion). (Brown, 2010) indica que el
derribante es un antiparasitario de toxicidad moderadamente peligroso grado I, por lo tanto, segun la

clasificacién por la OMS, aquellos productos que contengan este grado de toxicidad alcanzan una dosis
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letal media de 200 a 2000 ppm. En igual forma, existen otros datos como los publicados por (Romero et
al., 1997) y (Salari et al., 2008) con dosis letales media registradas de 1,53 ppm hasta 40000 ppm,
existiendo diferencias abismales. Sin embargo, se debe considerar los afios en los cuales se
desarrollaron las investigaciones, y que dichos productos a base de piretroides y organofosforados son

de diferentes casas comerciales.

El objetivo de buscar la dosis letal media de la cipermetrina, al igual que el ajo, radica en su
utilizacion para la evaluacion del efecto golpe en la segunda fase, todo lo que mate mas de la mitad de la

poblacién sera por efecto del hongo entomopatdgeno.

Dosis Letal media Beauveria spp.

Conteo de conidios.
Tabla 10.

Fase 1, concentracion de conidios de Beauveria spp.

Diluciones Concentracién
Soluciéon Madre 2.44x108 esporas/ml
1x101 2.44x107 esporas/ml
1x102 2.44x108 esporas/ml
1x103 2.44x10° esporas/ml
1x10* 2.44x10* esporas/ml
1x10° 2.44x103 esporas/ml

1x10® 2.44x10?% esporas/ml




Nota: Concentracién de las disoluciones seriadas a partir del contenido de la solucién madre.

Elaboracion propia.
Figura 30.

DL50 de Beauveria spp.

@ 216 horas

DL50 Beauveria spp
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La dosis letal media (DL50) observada en la figura 30 corresponde a una dosis logaritmica de 4,06

equivalente a 1,14x10* esporas/ml de una solucién madre de 2.44x108 esporas/ml (Tabla 10). (Tipas,

Dosis de Beauveria spp {log)
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2020) en su investigacidn evalud el efecto acaricida de una cepa de Beauveria bassiana obteniendo una
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DL50 de 6,76 x10* esporas/ml sobre Rhipicephalus microplus, asi mismo, en otro trabajo realizado por
(Malpartida-Zevallos et al., 2013) con el uso de Beauveria bassiana sobre el defoliador de la maracuya
registré una mortalidad del 50% en una dosis letal media de 9,39 x10° esporas/ml, los datos pueden

variar segun el tipo de cepa y el pais de origen, a pesar de ello, la dosis encontrada permanece dentro

del rango de otras dosis ya evaluadas.

En esta fase, evaluar la dosis letal media del hongo entomopatdgeno fue de suma importancia
para comprobar su accion en el efecto golpe, y, comparar si combinado mata la mitad de garrapatas con

la misma dosis o en menor concentracion.

Porcentaje de Germinacion

Tabla 11.

Porcentaje de germinacion de conidios de Beauveria spp en 24 horas

Hongo Porcentaje de Germinacién
Entomopatdgeno
1 Hora 5 Horas 6 Horas 12 Horas 24 Horas
Beauveria spp. 0 0 0,8 12,6 99,2

Nota: La tabla indica el porcentaje de germinacién que alcanzod los conidios de Beauveria spp durante 24

horas.
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Figura 31.

Porcentaje de germinacion de conidios en 24 hora

Germinacion de conidios en 24 horas
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Nota: Curva de crecimiento de la germinacién de conidios de Beauveria spp durante 24 horas.

Elaboracidn propia.

El porcentaje de germinacién se determind para conocer la hora en que empiezan a germinar los
conidios de la cepa Beauveria spp y la hora que alcanza el total de su germinacién con el propdsito de
primero dejar germinar y luego aplicar en las combinaciones realizadas en la segunda fase, tal y como
recomienda (SENASA, 2017) debido a que (Greco, 2011) indica que los compuestos organoazufrados del
ajo en fresco inhiben la germinacién de conidios y (Alazogaray et al., 1998) menciona que los
insecticidas piretroides y organofosforados afectan la germinacién de los conidios de Beauveria spp, por
lo tanto, se debe primero germinar los conidios para ser mezclado con el ajo y lo mismo para la

combinacién con el derribante.

En la figura 31 se puede notar la curva de crecimiento que genera la germinacién de conidios en 24

horas, a partir de las 15 y 19 horas se muestra un pico en la germinacion de los conidios, considerando
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dejar germinar durante estas horas para la mezcla con derribante y extracto de ajo fresco

respectivamente.

La tabla 11 indica que la germinacidn de la cepa de Beauveria spp utilizada en esta investigacion empezd
a las seis horas con un porcentaje de 0,8%, y alcanza su mayor porcentaje de germinacion a las

veinticuatro horas con un 99,2%.

Fase 2 Dosis letal media (DL50) del hongo entomopatégeno en combinacion de Cipermetrina
mas Ethion y extracto de ajo.

Dosis letal media de Beauveria spp en combinacion con extracto de ajo.

Tabla 12.

Fase 2, concentracion de conidios de Beauveria spp en mezcla con extracto de ajo

Diluciones Concentracién
Solucion Madre 7.81x108 esporas/ml
1x10? 7.81x107 esporas/ml
1x1072 7.81x10° esporas/ml
1x103 7.81x10° esporas/ml
1x10* 7.81x10% esporas/ml
1x10° 7.81x103 esporas/ml
1x10® 7.81x10? esporas/ml
1x1077 7.81x10* esporas/ml

Nota: Concentracidon de disoluciones seriadas utilizadas en mezcla con extracto de ajo.



Figura 32.

DL50 de Beauveria spp en combinacion con extracto de ajo.

Efecto golpe de Beauveria spp mas Extracto de Ajo
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Nota: Elaboracion propia

X = Antilog 4,2

DL50 = 1,63 E + 04

El 50% de la muerte poblaciones en la combinacidn de extracto de ajo fresco mas hongo

entomopatdgeno, tal y como indica la figura 32, es provocada por una dosis logaritmica analizada

mediante método probit de 4,2 equivalente a 1,63 x10 “esporas/ml de Beauveria spp similar a su dosis
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letal media individual 10x*esporas/ml. El p-valor 0,0016 del anélisis nos indica que existe una influencia

significativa de la dosis con respecto al porcentaje de mortalidad, rechazando la hipdtesis nula que

indica que la interaccion entre los hongos entomopatdgenos INIAP EESD con otros acaricidas (extracto
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de ajo) no incrementa su eficacia para el control de ninfas de garrapatas en laboratorio, sin embargo, al
usar la misma concentracion de esporas que en su dosis letal individual, lo mas recomendable es
trabajar con ambos de manera individual, por lo tanto se concluye que la sinergia de la combinacion
funciona. Hasta la fecha no existen publicaciones donde se registren datos sobre la DL50 de Beauveria
spp en combinacidn con extracto de ajo fresco ni la dosis letal media para el ajo fresco sobre

Rhipicephalus microplus.

Dosis letal media de Beauveria spp en combinacién con cipermetrina.

Tabla 13.

Fase 2, concentracion de conidios de Beauveria spp en mezcla con Derribante

Diluciones Concentracién
Soluciéon Madre 1.61x10° esporas/ml
1x101 1.61x108 esporas/ml
1x102 1.61x107 esporas/ml
1x103 1.61x10° esporas/ml
1x10* 1.61x10° esporas/ml
1x10° 1.61x10* esporas/ml
1x10® 1.61x103 esporas/ml
1x107 1.61x103 esporas/ml

Nota: Concentraciones de las diluciones seriadas de Beauveria spp utilizadas en combinacién con

Derribante. Elaboracion propia.
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DL50 de Beauveria spp en mezcla con Derribante
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Segun lo observado en la figura 33, la dosis logaritmica de Beauveria spp en combinacion con

derribante es de 3,1 dicho de otra manera, la dosis letal media DL50 del hongo entomopatdgeno en

combinacidn es 1,18 x103 esporas/ml, que, en comparacién con la combinacién con ajo fresco, es

menor, es decir, se necesita de menor concentracién del hongo en combinacién con el derribante para

alcanzar el 50% de la mortalidad de las garrapatas.

(Cazorla & Morales, 2010) mencionan en un estudio sobre la compatibilidad de Beauveria

bassiana con productos quimicos para el control de plagas de Triatominae que los compuestos
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organofosforados e insecticidas piretroides afectan la germinacién en mds del 90%, destacando que no
sucede en todos los aislados del hongo y que la cipermetrina fue el producto quimico que mayor
inhibicién mostrd, en este caso es importante tomar en cuenta que el producto seleccionado esta
compuesto por 10 g de cipermetrina y 40g de ethion, ademas, el hongo entomopatdgeno fue germinado

con 16 horas de anticipacién antes de ser mezclado con el producto quimico.

Las garrapatas muertas recuperadas de la combinacién fueron colonizadas por Beauveria spp
confirmando que el hongo sobrevivid a la mezcla con el compuesto quimico, por lo tanto, aquellas
garrapatas que sobreviven ante el quimico, a los nueve dias mueren por efecto del hongo, de esta
manera se evita que las garrapatas sobrevivientes creen resistencia ante el quimico, en cuanto al
analisis, se obtuvo un p-valor de 0,015 confirmando la hipdtesis alternativa para el incremento eficaz de
la interaccion entre hongo entomopatégeno con producto quimico para el control de ninfas de

garrapatas.

Capitulo V

Conclusiones

De los datos obtenidos se puede concluir lo siguiente:

e Dentro de las pruebas de antagonismo de los extractos organicos en moliendas secas, se
pudo determinar que el medio de cebolla y ajo presentaron el mayor rango de
crecimiento promedio respecto al testigo y los demas extractos; en el derribante, el
crecimiento fue mas lento pero no se inhibié el desarrollo del hongo; para los extractos
de tomillo y propdleo se determind que sus moléculas son toxicas para el hongo,

causando la muerte de este; de tal forma se concluyd que no existe antagonismo en los
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extractos de ajo, cebolla, eucalipto, derribante a una concentracion del 10% en
moliendas secas.

Dentro de la efectividad de los extractos orgdnicos en moliendas secas para el control
de ninfas de garrapatas, se evaluaron concentraciones pequeias de 2%, 5%, 8% 10% y
altas de 20%, 30%, 40%, 50 %, en las cuales se determind su nula eficacia, atribuyendo
esto a la metodologia usada.

Se establecid que la efectividad del ajo fresco para el control de ninfas de garrapatas se
debe a sus compuestos organosazufrados: estos mismos compuestos tienen la
capacidad de inhibir la germinacién de conidios, sin causar la muerte del hongo
Beauveria spp.

Se determind que la dosis letal media para Beauveria spp es de 1,14x10% esporas/ml y
para el extracto de ajo fresco 45 ml/I.

La mejor combinaciéon hongo-cipermetrina mas ethion resulté ser 0,5 ml/l de derribante
mas 1,18 x103 esporas/ml de Beauveria spp.

En base ala DL50 se seleccioné Unicamente un extracto organico para el control de
ninfas de garrapatas.

La combinacidn 45ml/| de ajo fresco mas 1,63 x10 “esporas/ml de Beauveria spp resulté
la mejor, pero no la mds recomendada, para el control de ninfas de garrapatas.

Se aceptd la hipdtesis alternativa, La interaccidn entre los hongos entomopatdgenos
INIAP EESD con otros acaricidas (cipermetrina, extractos organicos) incrementa su
eficacia para el control de ninfas de garrapatas en laboratorio.

Las cepas INIAP de Beuveria spp empiezan a germinar a partir de la sexta hora y alcanza

un 99.2 % a las 24 horas.
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Recomendaciones

e Se recomienda germinar los conidios de hongo por 19 horas aproximadamente antes de
su aplicacion, para posteriormente usarlo junto al ajo y la cipermetrina, con el fin de no
inhibir la germinacién de los conidios.

e Se sugiere el uso del DL90 del ajo fresco de forma individual, como una estrategia para
formar parte de un manejo integrado en el control de garrapatas.

e Para la extraccidon de las moléculas bioactivas, se debe emplear diferentes metodologias
gue se adapten a la molécula organica a evaluar, de esta forma se pueden obtener
porcentajes altos de concentracidén del compuesto bioactivo.

e Debido a que existe un crecimiento mayor en las pruebas de antagonismo con respecto
al PDA en combinacién con cebolla, es recomendable usar este medio para incrementar
la produccion de conidios y acelerar su esporulacion.

e A pesar de que la mejor combinacién para para el control de ninfas de garrapata es
Derribante mas Beauveria spp, se recomienda un MIP de extracto de ajo y hongo por
separado debido a que no todos los insecticidas a base de organofosforados estan

aprobados para el empleo sobre vacas lecheras.
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