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Resumen

La infestacion por garrapatas es una de las principales limitantes en la ganaderia ya que
acarrean dafios directos e indirectos a los bovinos, un aumento en los costos requeridos para su
eliminacion y resistencia adquirida a acaricidas quimicos, razones necesarias para aplicar nuevas
alternativas en su control. El presente estudio tuvo como objetivo determinar el efecto acaricida
de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae en el control biolégico de Rhipicephalus
microplus en su fase adulta. Las garrapatas fueron recolectadas de ganado vacuno en una finca
ganadera, ubicada en San Miguel de los Bancos, provincia de Pichincha. Las evaluaciones del
efecto acaricida se llevaron a cabo a nivel in vitro, las garrapatas fueron expuestas a cuatro
concentraciones de B. bassiana y M. anisopliae: 1,6x105;1,01x106; 1,003x107 y 1,003x108
esporas/ml. La mortalidad del 100% de los ectoparasitos tratados con 1,003x10% esporas/ml
de M. anisopliae se dio a los 13,5 dias y empleando la misma concentracién, B. bassiana generd
la muerte de todas las garrapatas a los 14,5 dias. El andlisis CL50, mostré que la minima
concentracién de B. bassiana para eliminar este ectoparasito es 6,7670x10* esporas/ml y para
M. anisopliae 7,06945858 x10* esporas/ml. Con respecto a la evaluacién TL50, la concentracidn
1,003x108 esporas/ml fue la primera en alcanzar el tiempo letal medio en 5,2 dias para M.
anisopliae y 5,3 dias para B. bassiana.
Palabras clave:

e RHIPICEPHALUS MICROPLUS

e METARHIZIUM ANISOPLIAE

e BEAUVERIA BASSIANA

e CONTROL BIOLOGICO

e CONCENTRACION LETAL MEDIA (CL50)
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Abstract

Tick infestation is one of the main limitations in livestock as they cause direct and indirect damage
to cattle, an increase in the costs required for their elimination and acquired resistance to
chemical acaricides, necessary reasons to apply new alternatives in their control. The present
study aimed to determine the acaricidal effect of Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae
in the biological control of Rhipicephalus microplus in its adult phase. The ticks were collected
from cattles, in a farm located in San Miguel de los Bancos, Pichincha province. Evaluations of the
acaricidal effect were carried out at the in vitro level, the ticks were exposed to four
concentrations of B. bassiana and M. anisopliae: 1,6x10°;1,01x10%; 1,003x107 y 1,003x108
spores/ml. The mortality of 100% of the ectoparasites treated with 1,003x10% spores/ml of M.
anisopliae occurred at 13.5 days and using the same concentration, B. bassiana caused the death
of all ticks at 14.5 days. The LC50 analysis showed that the minimum concentration of B. bassiana
to eliminate this ectoparasite is 6,7670x10* spores / ml and for M. anisopliae 7,06945858 x10*
spores/ml. Regarding the TL50 evaluation, the concentration 1,003x108 spores/ml was the first
to reach the mean lethal time in 5.2 days for M. anisopliae and 5.3 days for B. bassiana.
Key words:

e RHIPICEPHALUS MICROPLUS

e METARHIZIUM ANISOPLIAE

e BEAUVERIA BASSIANA

e BIOLOGICAL CONTROL

e MEDIAN LETHAL CONCENTRATION (LC50)
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Capitulo 1: Introduccién

Antecedentes

Seguln D. Polanco & Alberto (2016), a nivel mundial las garrapatas se encuentran
parasitando cerca del 80% del ganado vacuno, mientras que en el Ecuador de las
aproximadamente 5 millones de reses destinadas a la produccidn de carne y leche, 3750000 se
encuentran en zonas infestadas o con potencial de infestacién por estos ectoparasitos,
generando una gran preocupacién en la economia del pais, ya que la industria ganadera es uno
de los principales sectores productivos, aportando alrededor del 8% del PIB (Producto Interno
Bruto), el cudl puede incrementarse al 30% de considerarse toda la cadena de valor de sus
productos agropecuarios derivados, ademas representa el 30% de las exportaciones (sin
considerarse el sector petrolero) y aporta con empleo a mas de 280 mil productores ganaderos
ecuatorianos (Castillo Vélez, 2015).

En el Ecuador existen mas de 40 especies de garrapatas pertenecientes a los géneros
Amblyomma spp., Dermacentor spp., Haemaphysalis spp., Ixodes spp., Rhipicephalus spp. Nava
et al. (2014) menciona a Rhipicephalus microplus y Amblyomma cajennense como los principales
ectoparasitos en Ecuador y en varios paises de América del Sur. Estas especies se encuentran
documentadas por su relevancia veterinaria y medica, pues generan pérdidas de peso de
0,26kg/garrapata/afio en el caso de una infestacion de R. microplus, mientras que para
Amblyomma spp., la pérdida es de 1,09kg/garrapata/afio (Jonsson, 2006).

Entre los impactos negativos que acarrean estas plagas se encuentran: baja produccion
de carne y leche, dafo a las pieles de los hospederos, problemas reproductivos y la transmision
de enfermedades, como Babesia bovis, Babesia bigemina, Anaplasma marginale y Therleria

parva (Cortés Jesus Alfredo, 2018).
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La estrategia mas usada para el control de las garrapatas en el Ecuador son los
productos sintéticos: amitraz, ivermectina y alfa-cipermetrina, los cuales son empleados de
manera activa en aproximadamente 42%, 39%, 24% de fincas ecuatorianas, respectivamente
(Pérez, 2016). El uso constante de estos productos en varias dosis, concentraciones, intervalos
entre tratamientos y métodos de aplicacién, han generado la formacion de poblaciones de
garrapatas resistentes a la accion de acaricidas quimicos (Rodriguez-Vivas, Jonsson, & Bhushan,
2018).

Como alternativa a la eliminacién de garrapatas, se encuentran los controladores
biolégicos. En el 2004 se registraron 117 productos a base de microorganismos
entomopatégenos por la Organizacién para la Cooperacién y el Desarrollo Econédmicos (OCDE)
(Kabaluk & Gazdik, 2005). Los hongos de los géneros Metarhizium, Paecilomyces y Beauveria
presentan ventajas frente a los acaricidas quimicos, pues ademas de controlar las poblaciones
de garrapatas, no contaminan el ambiente, ni afectan a vertebrados, incluso existen cepas que
presentan cierto grado de especificidad, protegiendo de esta forma la fauna benéfica (Lopez,
2016). Sin embargo este tipo de microorganismos se ven influenciados por condiciones
ambientales, frente a esto, la microencapsulacidn brinda proteccién a las conidias contra
condiciones climaticas adversas, lo que a su vez se ve reflejado en el incremento de su eficacia

(Fernandes, Bittencourt, & Roberts, 2012).

Area de influencia

El presente estudio esta encaminado a probar nuevas alternativas de tratamiento
contra la garrapata R. microplus, empleando controladores bioldgicos a base de hongos
fitopatdgenos que presenten actividad antagonista frente a estos parasitos, con el fin de
generar estrategias de control efectivas, amigables con el medio el ambiente, baja toxicidad en

los animales, y en el personal que se encargue de su aplicacién, evitar la aparicion de
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poblaciones de garrapatas resistentes a controladores quimicos y de esta forma mejorar la
condicién de vida de los ganaderos en donde las garrapatas son un problema.
Formulacién del problema

La infestacion del ganado vacuno por garrapatas se ha convertido en uno de los mayores
problemas sanitarios en las regiones tropicales y subtropicales del Ecuador, a nivel de ganaderia.
El uso de acaricidas quimicos, en tépicos, formulaciones acuosas o pulverizaciones, es el
principal medio de control para estos ectoparasitos, su eficiencia se ha demostrado a nivel in
vitro e in vivo, sin embargo presentan desventajas como toxicidad por parte del ganado,
deposicién en productos de consumo final como leche y carne y la apariciéon de poblaciones de
garrapatas resistentes, causado por factores intrinsecos relacionados con la ecologia, genética 'y
biologia de los ixodoideos y factores operativos relacionados con el manejo de concentraciones
y dosis de los métodos de control (Abbas, Zaman, Colwell, Gilleard, & Igbal, 2014; Diaz,
Rodriguez, Fragoso, & Cruz, 2006).

Los productos quimicos han jugado un papel muy importante en el control de la
garrapata, en varios paises, R. microplus ha desarrollado resistencia mas rapido en comparacion
a garrapatas que afectan a multiples hospederos. En el Ecuador en un estudio realizado por R.
Rodriguez et al., (2017) encontrd que el 67% de garrapatas presentaron resistencia a amitraz,
50% para alfa-cipermetrina y del 25% al 42% para ivermectina, en otro estudio Maya-Delgado et
al., (2020) investigaron 84 granjas ganaderas ubicadas en Santo Domingo de los Tsachilas, y
registraron que el 62% de garrapatas presentaron el alelo de resistencia a amitraz.

Otro de los problemas generados por el uso de acaricidas quimicos es el dafio ecoldgico,
ya que no solo eliminan a diferentes plagas como las garrapatas sino también a una gran
cantidad de insectos benéficos (Lopez, 2016). Las moleculas de los acaricidas sintéticos de la

actualidad tienen una vida promedio de 100 afios, en los Laboratorio del Centro Universitario de
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Estudios de Investigacion de Proyectos, S.C. encontraron trazas de estos productos en aguas
subterréneas, las cuales contaminaron varios organismos, generando un escenario cancerigeno
para el hombre (Pascual, 2014).

Por el contrario los hongos entomopatdgenos ademas de ser efectivas contra plagas
como garrapatas, no contaminan el medio ambiente por su composicidn natural, no genera
dafios en la fauna benéfica, no son téxicos para el ser humano, no dejan residuos en el

organismo del bovino y no desarrollan resistencia (Pascual, 2014).

Justificacion o importancia del problema a resolver

Rhipicephalus microplus es la especie de garrapata con mayor impacto econdmico en
América, Africa, Asia y Australia (Vinueza, 2015). En el Ecuador, por tener temporadas climaticas
inestables, favorecen el desarrollo de garrapatas y otras plagas (Alvarez, Bonilla, & Chacén,
2003). En consecuencia, se han desarrollado varios enfoques que permiten controlar a esta
plaga, como eliminacién manual, seleccidn de huéspedes resistentes, manejo de pastos,
extractos vegetales (Heterorhabditis spp. y Steinernema spp.), depredadores naturales como
hormigas y aves, aceites esenciales, acaricidas quimicos y bioldgicos, entre otros (Rodriguez-
Vivas et al., 2018).

El empleo de biocontroladores de plagas como hongos entomopatdgenos permitira
reducir los individuos resistentes a acaricidas, manteniendo niveles deseados de productos
derivados del ganado vacuno Ming et al., (2011). Los hongos Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae y Lecanicillium lecanii presentan potencial para reducir eficazmente las poblaciones
de garrapatas sin generar dafios al ambiente, animales ni a personas que apliquen estos
productos o que sean consumidoras finales de leche y carne (J. A. Fernandez, 2006). Estudios

realizados en Honduras en el 2006, comprobaron que a nivel in vitro las larvas de garrapatas
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fueron susceptibles a B. bassiana, obteniéndose un 90% de mortalidad, mientras que a nivel in
vivo se registré un 80% (Fernandez Tondelli, 2006).

En una prueba in vivo, Leemon, Turner, & Jonsson (2008) obtuvieron el 100% de
mortalidad de garrapatas, al aplicar M. anisopliae, con el paso de los dias este porcentaje
disminuyd, por lo que se hizo evidente la interaccion entre la garrapata, el hongo y el ambiente.
En otro estudio in vivo realizado en México por Sahagun et al. (2010) se evidencid el 94% de
mortalidad en larvas de R. microplus, tras entrar en contacto con M. anisopliae

En el Ecuador Piguave (2016) realizé una investigacion para determinar la accién de
Lecanicillum lecanii como controlador de garrapatas obteniendo un 81% de mortalidad,
mientras que Morocho, en su estudio in-vivo realizado en El Chaco-Ecuador, determiné que la
eficacia contra garrapatas de Metarhizium anisopliae fue del 44,16% y para Beauveria bassiana
fue de 54,19%, estos valores no pueden competir contra los registrados por el tratamiento
guimico (Morocho, 2019).

Objetivos de la investigacion
Objetivo general
Evaluar el efecto acaricida de los hongos Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae,

en el control de la garrapata Rhipicephalus microplus.

Objetivos especificos

e Recolectar e identificar la especie de garrapata presente en el sitio de investigacion.

e Determinar la mortalidad in vitro de las garrapatas en estado adulto producida por una
dilucién de conidias puras de B. bassiana y M. anisopliae.

e Estimar la concentracién letal media (CL50) y tiempo letal medio (TL50) de B. bassiana y M.

anisopliae para el control microbiano de la garrapata Rhipicephalus microplus.
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Marco tedrico

Garrapata del ganado bovino

Las garrapatas del ganado bovino son un grupo de ectoparasitos obligados, se alimentan
esencialmente de sangre y otros fluidos de las vacas a las cuales parasita, pertenecen a la familia
Ixodidae, y se encuentran distribuidas en regiones templadas, subtropicales y tropicales
(Polanco & Alberto, 2016).

En la salud publica y animal, las garrapatas son importantes ya que son transmisoras de
agentes infecciosos y graves enfermedades en sus hospederos. Los microorganismos
transmitidos por los ectoparasitos son protozoarios del género Babesia, bacterias del género
Anaplasma, Ehrlichia, Rickettsia y Borrelia y agentes de la piroplasmosis equina del género
Theileria (Onofrio, Barros, Labruna, & Faccini, 2009).

Las infestaciones de garrapatas provocan efectos negativos como estrés, decaimiento,
anemia, disminucién en la productividad del animal, paralisis y pueden llegar a causar la muerte.
Por ello con el fin de disminuir la poblacion de garrapatas presentes en el ganado, se han
empleado comunmente quimicos debido a su amplio rango de control, sin tomar en
consideracion los dafios ocasionados hacia al ambiente, animales, personas encargadas de su
aplicacion, ademas de producir un progresivo aumento en la resistencia a este parasito, y por
ende un incremento en los residuos de acaricidas en leche y carne (Broglio et al., 2012). El costo
aproximado que involucra el control del ectoparasito y las enfermedades transmitidas al ganado

se estima en 13,9 a 18,7 billones de ddlares anuales (Burger, Shao, & Barker, 2014).

Clasificacién taxonémica

En la actualidad del cual cudl se ha reconocido mas de 896 especies de garrapatas. Estos

ectoparasitos pertenecen a la familia Artropoda, clase Arachnida, orden Acarina, suborden
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Ixodoidea, dentro del cual existen tres familias: Ixodidae 6 garrapatas duras, Argasidae 6
garrapatas blandas y Nutalliellidae el cual posee una Unica especie, Nuttalliella namaqua
(Guglielmone et al., 2010).

Ixodidae cuenta con 12 géneros y 600 especies, Argasidae presenta 4 génerosy 190
especies y Nutalliellidae el cual posee una Unica especie, Nuttalliella namaqua (Tabla 1), sin
embargo no existe un acuerdo general sobre la sistematica de los grupos lo que genera distintos
numeros por especie dependiendo de los autores (A. Estrada, 2015).

Tabla 1

Clasificacion taxondmica de garrapatas duras y blandas

Familia
Ixodidae Argasidae Nuttalliellidae
Ixodes Argas Nuttalliella
Amblyomma Carios
Anomalohimalaya Ornithodoros
Bothriocroton Otobius
Cosmiomma
Dermacentor
Género
Haemaphysalis
Hyalomma
Margaropus
Nosomma

Rhipicentor

Rhipicephalus

Nota: Recuperado de Aspectos bioldgicos y ecoldgicos de las garrapatas duras. Corpoica Cienc

Tecnol Agropecuaria. 17(1):81-95
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Morfologia General

Las garrapatas presentan un cuerpo redondeado, sin segmentos llamado idiosoma, en
sus laterales pueden llevar uno o dos pares de ojos dependiendo de la especie. La familia
Ixodidae se caracteriza por la presencia de su escudo el cual es una placa esclerotizada que en
los machos cubre practicamente por completo la superficie dorsal, limitando su expansién,
mientras que en las hembras cubre Unicamente la mitad anterior, permitiéndoles ingerir una
gran cantidad de sangre, en la zona que no estan cubiertas por el escudo se forma una cuticula
la cual permite la dilatacion del volumen corporal. La familia Argasidae no presenta el escudo y
por esto reciben el calificativo de garrapatas blandas. Las piezas bucales en todas las especies se
encuentran separadas del idiosoma, a esta zona se le conoce como capitulo, el cual presenta
dos palpos, dos queliceros, con un par de dientes y un hipostoma con varias filas de dientes,
empleados en el anclaje hacia la piel del animal parasitado. En los ixédidos el capitulo se
encuentra en la cara anterior, en las hembras de esta familia encontramos dreas porosas en esta
zona y algunos machos tienen escudos ventrales quitinizados, mientras que en los argasidos el
capitulo se encuentra en la cara ventral (A. Estrada, 2015).

En algunas garrapatas en estado inmaduro y en garrapatas adultas se presentan placas
espiraculares, donde se origina el sistema de traqueolas respiratorias. Las placas se ubican a los
lados del cuerpo y todas con excepcién de las larvas presentan cuatro pares de patas, cada una
posee seis segmentos (Navarrete, Rodriguez, Valle, Vargas, & Romero, 2014).

Los argasidos se caracterizan por poseer una superficie corporal con aspecto reticulado,
sus placas espiculares son pequeiias, y algunos se encuentran entre los pliegues de la cuticula.
Esta familia presenta un poro coxal, ubicado en la coxa | en adultos y en algunos estados
ninfales, su funcién es concentrar el exceso de agua para una rdpida eliminacién de la misma

mientras ocurre la ingesta de sangre (A. Estrada, 2015).
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Ciclo biolégico

El ciclo biolégico de las garrapatas consta de cuatro estadios, huevo, larva, ninfa 'y
adulto. La diferencia del sexo se da Unicamente en el estadio adulto, por tanto, cuando se haga
referencia a machos o hembras, se esta hablando de garrapatas adultas (Barandika, 2010).

El macho se acopla a la superficie cutanea de la hembra la cual requiere succionar
sangre para una adecuada maduracién de los huevos. Las hembras repletas de sangre también
llamadas teleoginas se dejan caer del animal parasitado al suelo y en un lapso de
aproximadamente 30 dias ocurre la eclosion de las larvas, la especie Boophilus dispone entre
2000 y 3000 huevos mientras que Amblyomma dispone hasta 5000 huevos. Factores como
sequias y altas temperaturas afectan el desarrollo de los huevos y también de las larvas (Calox,
2012). La fase de maduracidn de la larva inicia cuando estas se encuentran en el ambiente, el
cual dura de 4-7 dias tras la eclosidn, y se espera obtener una larva fisiolégicamente dptima
para parasitar al hospedador (Piguave, 2016).

Las larvas prefieren parasitar en horas de la manana cuando la temperatura es fresca,
mientras que en las horas de calor las larvas se protegen descendiendo al pasto, en el caso de
no encontrar un hospedador, las larvas pueden permanecer en el medio ambiente entre 60y 70

dias (Calox, 2012).

Efectos de la garrapata en el ganado

Las garrapatas provocan dafos directos en el ganado como la destruccidn tisular,
provocada cuando los apéndices bucales de los ectoparasitos entran en contacto con el
hospedador generando una reaccién inflamatoria local, el expolio de sangre es un dafo directo
gue puede provocar anemias agudas y la pardlisis provocada por toxinas provenientes de la

saliva de las garrapatas puede incluso llevar a la muerte del animal. Ademas de estos dafios, las
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garrapatas son importantes transmisores de patégenos como Babesia bigemina y Babesia bovis
y Anaplasma marginale (Gragera, Roncero, Montes, & Habela, 2005).

Las garrapatas se encuentran parasitando cerca del 80% del ganado vacuno a nivel
mundial, generando una fuerte repercusiéon econdmica, bajo este punto de vista los géneros
mas importantes son: Amblyomma, Dermacentor, Ixodes y Rhipicephalus (Piguave, 2016).

La importancia de estos parasitos obligados adaptados a una gran variedad de clima y
hospedadores radica en que son vectores de enfermedades parasitarias, bacterianas y viricas
cuyos dafos representan una accién traumatica, toxica e infecciosa en el ganado y a su vez una
disminucidén en los productos de consumo final como leche y carne, dificultad en la adaptacién
de las razas y alta predisposicién de contraer enfermedades. Por estas razones varios ganaderos
han optado por aplicar productos quimicos para combatir a las garrapatas, sin embargo el
empleo excesivo de los acaricidas ha generado resistencia por parte de los parasitos hacia estos
productos junto con afectaciones al medio ambiente, al animal y al ser humano (Guajardo,

2015).

Perdidas econémicas ocasionadas por las garrapatas

El impacto econdmico ocasionado se distribuye en pérdidas directas e indirectas. Su
efecto directo involucra una disminucion en la produccidn, dafio en la piel por mordeduras,
perdidas de sangre, afectacion al comportamiento y bienestar del animal (Polanco & Alberto,
2016). La pérdidas indirectas se relacionan con el costo por tratamientos clinicos, la ineficiencia
en el sistema de produccidn, confiscacion de productos como carne y leche a causa de la
presencia de residuos de acaricidas, empleo de razas resistentes a los ectoparasitos pero menos
productivas y la imposibilidad de emplear a los animales infestados para contribuir en la mejora

genética de un rebano (Betancur & Rios, 2018).
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Una garrapata congestionada hembra puede provocar la pérdida de hasta 1.37 g de
peso corporal del ganado y una reduccion de hasta 8,9 ml de leche, lo que significa una pérdida
del 23% en la produccién, otro efecto lo encontramos en los animales infestados quienes
reducen su consumo de alimento a 4,37 kg en comparacidn con los no expuestos, cuyo valor es
de 5,66 kg, provocando pérdidas importantes en la economia ganadera mundial (Jonsson, 2006;
R. I. Rodriguez et al., 2014).

R. microplus ocasiona pérdidas calculadas en 13.9 - 18.7 mil millones de ddlares por afio
en todo el mundo. En paises como Colombia las pérdidas por afio son de aproximadamente 168
millones de ddlares, Brasil presenta un estimado de 3.24 mil millones en pérdidas y México
indica un valor de 573.61 millones (Betancur & Rios, 2018).

En el Ecuador, mas del 75% de ganado vacuno se encuentra en zonas infestadas o con
potencial de infestacion por garrapatas pero no se tiene establecido un valor aproximado total,
sin embargo se conoce que la pérdida financiera se determina por la pérdida de produccién mas
el costo de control, segin la FAO (2008), este valor total promedio es de USD $ 7.3 por animal
por afio.

Especies de garrapatas identificadas en el Ecuador

El Ecuador es un pais tropical con condiciones climatoldgicas que genera un ambiente
ideal para el desarrollo de las garrapatas (Figura 1), sin embargo, debido a que varias zonas no
han sido muestreadas no se conoce el nUmero de especies exactas. Mufioz (2013) identifico en
el ganado bovino la presencia de R. Microplus en un 97,53%, Amblyomma en un 2,25% e Ixodes
en un 0,21% en la parroquia San José de Allurquin en la provincia de Santo Domingo de los
Tsachilas. Bolafios (2016) realizé un estudio en la provincia de Los Rios, donde evidencid la
presencia de Amblyomma cajennense, Amblyomma maculatum y Rhipicephalus microplus. En

2014 Rodriguez & Bustillos identifican a R. microplus como la Unica especie que afecta al ganado



bovino en el canton San Miguel de los Bancos provincia de Pichincha (R. Rodriguez & Bustillos,
2014).

Figura 1

Fincas en zona costera ecuatoriana con presencia de garrapatas en ganado bovino
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Recuperado de MAGAP (2017) http://geoportal.sigtierras.gob.ec:8080/GeoserverViewer/.

En el Ecuador existen mas de 40 especies pertenecientes a los géneros Amblyomma
spp., Dermacentor spp., Haemaphysalis spp., Ixodes spp., Rhipicephalus spp., (Tabla 2),
documentadas por ser relevantes veterinaria y medicamente (M. G. Estrada, 2018; Pesquera,

Portillo, Palomar, & Oteo, 2015).


http://geoportal.sigtierras.gob.ec:8080/GeoserverViewer/

Tabla 2

Garrapatas identificadas en el Ecuador
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Familia

Especie

Argasidae

Argas magnus

Argas transversus
Ornithodoros capensis
Ornithodoros darwini
Ornithodoros furcosus
Ornithodoros galapagensis
Ornithodoros rudis

Ornithodoros talaje

Ixodidae

Ornithodoros yunkeri
Antricola sp.
Amblyomma boulengeri
Amblyomma cajennense
Amblyomma calcaratum
Amblyomma coelebs
Amblyomma darwini
Amblyomma dissimile
Amblyomma hirtum
Amblyomma humerale
Amblyomma incisum

Amblyomma latepunctatum
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Familia

Especie

Ixodidae

Amblyomma longirostre
Amblyomma macfarlandi
Amblyomma maculatum
Amblyomma multipunctum
Amblyomma naponense
Amblyomma ovale
Amblyomma triste
Amblyomma usingeri
Amblyomma nitens
Amblyomma varium
Amblyomma williams
Haemaphysalis juxtakochi
Ixodes affinis

Ixodes auritulus

Ixodes boliviensis

Ixodes cornuae

Ixodes fossulatus

Ixodes galapagoensis
Ixodes luciae

Ixodes montoyanus
Ixodes pomerantzi

Rhipicephalus microplus

Nota: Recuperado de Repositorio digital de la Facultad de Ciencias de la Salud Udla.
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Métodos de control quimico de garrapatas

Los métodos quimicos tienen como funciéon romper el ciclo de vida de las garrapatas
mediante la aplicacidn de ixodicidas a intervalos y dosis determinadas dependiendo de la region
ecoldgica a la cual se aplique, la eficacia residual y la especie a combatir (Fernandez Tondelli,
2006).

A nivel mundial el método quimico es el mas empleado, actualmente existen una amplia
gama de quimicos que se agrupan en familias con similitudes en su estructura quimica y sitio de
accién; se pueden mencionar a organofosforados, amitraz, piretroides sintéticos e inhibidores
de quitina, estos son aplicados en forma sistémica, es decir por inyeccion o de forma externa,

por aspersion o inmersién (R. |. Rodriguez et al., 2014).

Poblaciones multiresistentes revelan un complejo problema, la resistencia multiple a los
pesticidas continda extendiéndose por la presidn ejercida en el empleo de garrapaticidas,
actualmente las garrapatas presentan resistencia a organofosforados, piretroides y amidinas
(Rosario, 2010).

Métodos de control bioldgico de garrapatas

Investigaciones con el objetivo de reducir la abundancia de garrapatas, han identificado
varios tipos de organismos con el potencial de ser controladores bioldgicos, como los
nematodos entomopatdgenos (Heterorhabditidae y Steinernematidae), hormigas reguladoras y
avispas parasitoides las cuales muestran potencial al ser liberadas en abundancia, afectando
principalmente al estadio libre de las garrapatas.

Los hongos entomopatdgenos son probablemente la alternativa mdas prometedora en la

reduccion de varias especies de garrapatas (Ostfeld, Price, Hornbostel, Benjamin, & Keesing,
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2006; Samish, Ginsberg, & Glazer, 2004). Pueden estar presentes de forma natural o pueden
introducirse en el ambiente que se requiera (Rosario-Cruz et al., 2009). La efectividad en campo
empleando este controlador podria mejorarse mediante la identificacion de cepas altamente
letales, la aplicacion directa de esporas de hongos hacia las garrapatas y la optimizacién de
dosis, medios de entrega y tiempo adecuado para realizar el despliegue hacia el ambiente (R. I.
Rodriguez et al., 2014).

Generalidades de Metarhizium anisopliae. M. anisopliae es un hongo deuteromiceto
gue pertenece a la familia Moniliaceae, se puede adaptar a diversas condiciones climaticas y es
un agente patdgeno para mas de 200 especies de insectos (Bahiense, Fernandes, Angelo,
Perinotto, & Bittencourt, 2007).

Este hongo entomopatdgeno es ampliamente utilizado en la agricultura, y en los ultimos
afios en el ganado bovino, pues varios estudios han demostrado su efectividad sobre la
garrapata R. microplus (Suquilanda, 2017).

En el proceso de infeccidn las esporas de M. anisopliae germinan y penetran la cuticula
del insecto, creciendo dentro del individuo infectado, lo que genera su muerte. Este hongo
produce dos toxinas, las destruxinas paralizan al insecto, mientras que las citocalacinas, inhiben
su respuesta inmune (Bazan, 2002).

Generalidades de Beauveria bassiana. Este hongo deuteromiceto pertenece a la familia
Moniliaceae, distribuido ampliamente en suelos, plantas y restos de insectos, es ampliamente
empleado como biocontrolador de plagas, su mecanismo de accién es adherirse al insecto,
germinar, penetrar y esporular. La beauverina es la toxina que provoca la permeabilidad de la
membrana en los insectos causando su muerte. En el insecto infectado se observan sintomas
como pérdida del apetito, hinchazdn, paralisis muerte y momificacion (Suquilanda, 2017).

En los Ultimos afios se ha empleado este hongo entomopatdgeno en ganado bovino
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pues a nivel de laboratorio, se ha observado que en proceso de infeccidn, B. bassiana produce
enzimas como proteasas y quitinasas las cuales degradan la cuticula de la garrapata siendo una
potencial alternativa para la disminucion del uso de quimicos (Suquilanda, 2017).
Proceceso de infeccion

Para que la transmision sea exitosa, en primera instancia se requiere de una liberacién
masiva de esporas y la adhesién de las mismas en la cuticula del huésped, en segundo lugar, la
germinacion de las esporas y la penetracion del exoesqueleto del insecto, o en su defecto la
sobrevivencia a la digestidn tras una absorcidn oral, en tercer lugar, la proliferacion de las
células fungicas en el hemocele, musculos y tejidos del cuerpo del hospedero, lo que ocasionara
un colapso en su sistema inmunoldgico y su muerte y en cuarto lugar la dispersion de nuevas

esporas (Figura 4) (Ortiz-Urquiza & Keyhani, 2013).

Figura 2

Infeccion por hongos entomopatdgenos a huéspedes artropodos

A B C
INFECTION GROWTH REPRODUCTION
0 t 4.1,
1 1 e O
L] ? L} L]
: Pl (©) S
° ' '

y ota orale Y9
fungi { Ascomycota (Hypocreales)
@ Ascomycota (Onygenales, Ascosphaera)

Nota: (A)Infeccion: Infeccién de hongos entomopatdgenos por conidios que penetran en la
cuticula del hospedero. (B) Crecimiento: proliferacién de los hongos, mediante el crecimiento

de hifas o protoplastos. (C) Reproduccidn: liberacién de conidios al ambiente.
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Adhesiodn. El primer paso es la unién de propagulos de hongos a la cuticula del huésped,
las esporas pueden llegar por contacto directo entre cadaveres infecciosos, por el aire o
depositadas sobre la vegetacién o animal (Mora, Castilho, & Fraga, 2018). Los hongos son
heterdtrofos, y absorben compuestos organicos producidos por los organismos huéspedes. El
hongo sintetiza moléculas denominadas adhesinas, las cuales se localizan en la superficie de los
conidios, estas confieren propiedades adherentes a la cuticula de los insectos hospederos (Inglis,

Goettel, Butt, & Strasser, 2001).

En el proceso de adhesidn se presentan tres fases: Adsorcion de la espora a la superficie
del insecto, por el reconocimiento de receptores de glicoproteinas especificas en el hospedero,
la adhesidn entre las esporas pre germinadas a la capa mas externa de la cuticulay la
germinacion y desarrollo hasta la formacién del apresorio (modificacidon del hifa, de manera

afilada) para iniciar con la penetracion (Hesketh, Roy, Eilenberg, Pell, & Hails, 2010).

Penetracién. Una infeccidon exitosa, requiere la penetracion del hongo a la cuticula del
insecto, la cudl se puede dar por presién mecanica y por produccién de enzimas (proteasas,
lipasas, quitinasas, entre otras) que degraden la cuticula del insecto y liberen nutrientes al
hongo (Fan et al., 2007).

Existen propiedades de la cuticula como grosor, esclerotizacion y presencia de sustancias
antifungicas que intervienen en la manera en la que un hongo penetra al insecto hospedero. En
el caso de Metarhizium anisopliae, genera una enzima llamada proteasa PR1, un factor de
virulencia el cual reduce el tiempo de muerte de insectos en un 25%. Por otro lado Beauveria
bassiana codifica la sobreexpresion de quitinasa, acelerando el proceso de muerte en un 23%

(Inglis et al., 2001).
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Los insectos son invadidos por hongos entomopatdégenos por dreas cuticulares y
membranas intersegmentarias, asi como por espirdculos y drganos sensoriales. Las esporas
puedan germinar en el tracto digestivo y aunque los fluidos digestivos pueden degradarlas, en
ciertos casos, la digestion de los hongos puede causar muerte por toxicidad, antes que por micosis
(Téllez, Cruz, Mercado, Torres, & Cuenca, 2009).

Replicacidn. Tras la penetracion, los hongos transicionan de micelio a levadura, o en
otras palabras no forman pared celular y se desarrollan protoplastos, esto debido a que
adquiriendo esta transformacion pueden evitar el reconocimiento por hemocitos circulantes en
el hemocele. Por lo tanto, al adquirir esta forma existe un incremento en la adquisicion de
nutrientes, asi como en la multiplicacién de las células fungicas, ya que no son detectadas por el
sistema inmunoldgico del insecto infectado (Inglis, Goettel, Butt, & Strasser, 2001).

Otros de los mecanismos que emplean los hongos es la sintesis de proteasas, quienes
atacan el sistema inmunolégico humoral, asi como la liberacién de destruxinas las cuales paralizan
al insecto, ya que inhiben su sintesis de ADN, ARN vy la sintesis de otras toxinas que afectan al
sistema muscular y tubulos de Malpighi, afectando su capacidad de alimentarse, excrecion y
movimiento. El insecto responde a la infeccién por mecanismos humorales (lectinas, proteinas y
péptidos de defensa) asi como mecanismos celulares (fagocitosis, encapsulacién). Una vez las
fuentes de nitrégeno del insecto se agotan, la levadura retorna a su estado micelial. Una vez las
condiciones de humedad y temperatura sean favorables, las hifas atravesaran el tegumento del
cadaver del insecto y el hongo saldra al medio ambiente. En este momento las condiciones
ambientales controlaran la produccion, supervivencia y germinacion de conidios (Téllez et al.,

2009).
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Hipatesis
Los hongos entomopatdgenos Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae tienen

capacidad acaricida significativa frente al estadio adulto de la garrapata Rhipicephalus microplus
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Capitulo 2: Materiales y Métodos

Participantes

La presente investigacion fue desarrollada por Jemmy Daniela Tipas Viteri, con el apoyo

de la empresa Yura Biosearch.

Zona de estudio

El proyecto de investigacion consta de dos fases; una fase de campo y una fase de

laboratorio.

Trabajo de laboratorio

El trabajo de investigacidn del efecto acaricida de los hongos entomopatdgenos sobre R.
microplus se realizd en los Laboratorios de la empresa Yura Biosearch, ubicada en la Armenial ll,
Charles Darwin y Quintillano Sdnchez, a una altura de 2,443 m.s.n.m. con coordenadas

geograficas correspondientes a 0°17'08"S y 78°27'49"0.

La identificacién morfoldgica de las garrapatas se llevd a cabo en los Laboratorios del
Instituto de Investigacién en Zoonosis (ClIZ), de la Universidad Central del Ecuador, ubicado en el
centro-norte de la ciudad de Quito a una altura de 2,861 m.s.n.m. con coordenadas geograficas

correspondientes a 0°11'22"S y 78°30'04"0. En la Ciudadela Universitaria Av. América.

Trabajo de campo
La recoleccidn de las garrapatas se realizé en la finca “La Maminita” ubicada en la
parroquia San Miguel de los Bancos, canton San Miguel de los Bancos, provincia de Pichincha,

sus condiciones meteoroldgicas son, temperatura media anual 222C, precipitacién media anual
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3494 mm/afio, humedad media atmosférica de 91% a 94%, longitud 0 00’ 32,1", latitud 00’

03,2", altitud 777 m.s.n.m.

Periodo de investigacion

La investigacion se inicio en febrero del 2020 y finalizé en agosto del 2020.

Comprendiendo 6 meses de investigacion.

Recoleccidn de garrapatas

Se tomaron muestras al azar de garrapatas que se encontraban sobre las ubres,
abdomen, rabo, cuello y orejas de cuatro bovinos parasitados naturalmente y sin aplicacién de
pesticidas por mas de 60 dias, segin el método descrito por Alvarado & Dixon, (2010).
Empleando una pinza las garrapatas se desprendieron contrario al pelo del animal hospedador
empleando suaves movimientos de torsion evitando la ruptura del capitulo, las garrapatas se
clasificaron en tres grupos.

Para el primer grupo que fue destinado a la identificacién de la especie, se recolectaron
40 ejemplares, entre machos y hembras no ingurgitadas y se colocaron en 1 tubo Falcon con
etanol al 70%, posteriormente fueron conservadas a temperatura ambiente hasta su andlisis
morfoldgico.

El segundo grupo se conformd por 400 garrapatas adultas (machos y hembras
ingurgitadas) destinadas a la evaluacién de la efectividad de los productos a base de hongos
entomopatégenos.

El tercer grupo con 10 ejemplares (machos y hembras no ingurgitadas) se destiné a la
reactivacién de los hongos, los ectoparasitos del grupo dos y tres se colocaron en camaras

humedas, formadas por cajas Petri con papel absorbente estéril, humedecido con agua destilada



y se sellaron con parafilm para ser transportadas en un contenedor térmico (Figura 3). Los tres

grupos de garrapatas se llevaron al laboratorio de Yura Biosearch.

Figura 3

Recoleccion de garrapatas

Nota: (A) Ganado parasitado naturalmente de la finca “La Maminita”. (B) Recoleccién de
garrapatas del ganado empleando una pinza y movimientos de torsion. (C) Garrapatas en
camara humeda destinadas a reactivacion y evaluacion del efecto acaricida de los hongos. (D)

Garrapatas en etanol al 70% destinadas a la identificacidn de especie.

Identificacion morfolégica de garrapatas
Para la identificaciéon morfoldgica, las garrapatas se limpiaron superficialmente con un
pincel y se colocaron bajo un estereoscopio Nikon SMZ 745T, empleando una clave dicotdmica

para la identificacion de garrapatas (Labruna, n.d.).

Clave para la identificacion de los géneros de garrapatas adultas en el ecuador

1A. Surco anal marcado. Ausencia de festones y ojos y un escudo sin adornos (/xodes)

39
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1B. Surco anal post anal ausente (2A,2B)
2A. Gnatossoma largo, escudo con o sin presencia de adornos (Amblyomma)
2B. Gnatossoma corto, escudo con ausencia de adornos (3A,3B)
3A. Base del capitulo con forma rectangular (4A,4B)
3B. Base del capitulo con forma hexagonal (5A,5B)
4A. Ausencia de ojos, presencia de 11 festones (Haemaphysalis)
4B. Presencia de ojos, 7 festones y peritrema con forma de disco (Dermacentor nitens)
5A. Gnatossoma largo (mds largo que ancho), palpos del mismo tamafo que el hipostoma, coxa
| con dos espolones largos, presencia de festones, machos presentan 2 placas adanales
(Rhipicephalus sanguineus)
5B. Gnatossoma corto (largo igual al ancho), palpos mas cortos que el hipostoma, coxa | con dos
espolones muy pequeiios, ausencia de festones y los machos presentan 4 placas adanales
(Rhipicephalus microplus)
(Labruna, n.d.)
Obtencion de los hongos B. bassiana y M. anisopliae

Las cepas de los hongos Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae fueron
proporcionadas por el Laboratorio de la empresa Yura Biosearch, los cuales se comercializan

bajo los nombres comerciales Betaprot y Methaprot respectivamente.

Reactivacidn de hongos B. bassiana y M. anisopliae

Utilizando la metodologia empleada por Yura Biosearch, se desinfectaron 10 garrapatas
(machos y hembras no ingurgitadas en estado adulto) con hipoclorito de sodio al 0,5%
sumergiéndolos en la solucién por 10 minutos, posteriormente fueron lavadas tres veces con

agua destilada y se retird el exceso con una toalla de papel estéril (Figura 4).
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Figura 4

Limpieza y desinfeccion de garrapatas

Nota: (A) Garrapatas sumergidas por 10 minutos en hipoclorito de sodio al 0.5% por 10 minutos.
(B) Lavado de garrapatas con agua destilada estéril. (C) Ectoparasitos colocados en papel toalla
estéril para retirar el exceso de agua.

A continuacidn 5 garrapatas ya desinfectadas se colocaron en un tubo de 10 ml que
contenian el producto a base de Beauveria bassiana, de igual manera, en otro tubo que
contenia 10 ml de la formulacidn a base de Metarhizium anisopliae se colocaron 5 garrapatas
previamente desinfectadas, estas inmersiones se llevaron a cabo por 2 minutos. Sin retirar el
exceso, los ectoparasitos se colocaron en dos placas Petri con papel toalla estéril humedecida
con agua destilada, generando una camara himeda. Las placas fueron llevadas a incubar por 10
diasa 24 +2°C.

Los ectoparasitos colonizados por los hongos B. bassiana y M. anisopliae, se
desinfectaron por 1 minuto en una solucién de hipoclorito de sodio al 5%, para la conservacién

de las cepas de hongos, estas garrapatas fueron colocadas en el medio de cultivo PDA (Figura 5).
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Figura 5

Reactivacion y conservacion de cepas B. bassiana y M. anisopliae

Nota: (A) Garrapatas colocadas en 10 ml de una solucién formada por los hongos
entomopatégenos. (B) Insecto colonizado y desinfectado en agar PDA. (C) Cepas destinadas a
preparar el producto para la evaluacién del efecto acaricida.
Preparacion y control de calidad del inéculo

Posteriormente se realizo |la preparacién de los indculos utilizando los hongos
reactivados y conservados en el medio PDA segln el protocolo de la empresa Yura Biosearch, asi
como un control de calidad de los hongos reactivados, para lo cual se determinaron
concentraciones de esporas por mililitro, porcentaje de germinacion y pureza. Se prepararon
cuatro concentraciones a partir de conidias puras de Beauveria bassiana y Metarhizium

anisopliae, mas un grupo testigo que Unicamente tenia agua destilada estéril.

Determinacion de la concentracion de esporas (conidios)
Tanto para el indculo formado por Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae, se

realizaron 4 diluciones seriadas (1071,1072,103,10™). Se tomé 10 uL de cada dilucién y se
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colocé sobre la cdmara de Neubauer, se cubrié con un cubreobjetos y se dejo reposar por 30
segundos antes de iniciar con el conteo, la lectura se realizé con el objetivo 40x. se efectud por
duplicado el conteo de esporas en los 5 cuadrantes centrales de la cdmara de Neubauer.

La camara de Neubauer es una lamina de vidrio con dos camaras de 0,1 mm de
profundidad, cada cdmara se divide nueve cuadrados de 1 mm?. El cuadrado central se
subdivide en 25 cuadrados de 0,2 mm. Los cuadrados centrales se subdividen en 16 cuadrados
mas pequefios de 0,0025 mm? cada uno (Figura 6). Para el conteo se emplearon 5 de los
cuadrados centrales y se procedid con el conteo de las esporas por duplicado (Tabla 3).

Figura 6

Metodologia de conteo de células en cdmara de Neubauer

~
~ -

~L
Camara de Neubauer

Cuadro central 25 (cuadrantes)
Conteo de 5 cuadrantes

Nota: Se describe el procedimiento que se efectuara para el conteo en camara de Neubauer de
las esporas (conidias) de hongos entomopatdégenos. Tomado de Cultivo de tejidos reproductivos

y producciéon y manipulacién de embriones bovinos, 2014, Fondo Editorial Biogénesis.
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Conteo de esporas (conidios) de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae mediante cdmara

de Neubauer

Beauveria bassiana

Metarhizium anisopliae

Cuadrantes Cuadrantes
Dilucion Repeticién 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
1x10-1 R1 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
X R2 NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
1610-2 R1 103 100 99 102 101 105 100 98 103 102
X
R2 105 89 103 101 100 104 93 102 101 98
R1 11 8 10 12 11 11 9 10 12 12
1x1073
R2 11 9 12 8 11 12 10 13 8
R1 1 2 2 1 1
1x10~*%
R2 3 3

Nota: NC=No Conteo. La dilucién 1x10~1 en los conteos por duplicado, presento una alta

cantidad de esporas, por lo que no fue posible realizar su enumeracion, las siguientes diluciones

seriadas, muestran una cantidad de esporas correspondientes a su concentracion.

Finalmente se aplicé la féormula: C = N * FD~! x FC, donde C= concentracién de

esporas por mililitro, N es el nimero de esporas contabilizadas en los 25 cuadrantes contenidos

en el cuadro central de la camara, FD es el factor de dilucion, FC es el factor de correccion, el

cudl corresponde a 10000. Las concentraciones empleadas en la evaluacién del efecto acaricida

tanto para Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana, se encuentran resumidas en la

siguiente tabla, junto con el cddigo que se utilizara en el andlisis estadistico.
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Tabla 4

Concentraciones de los hongos entomopatdgenos B. bassiana y M. anisopliae empleadas en la

evaluacion del efecto acaricida en el control de la garrapata R. microplus

Cédigo Concentracion del hongo
B1 1,6x10° esporas,/ml
B2 1,01x10° esporas/ml
B3 1,003x107 esporas/ml
B4 1,003x108 esporas/ml

Determinacion del porcentaje de germinacion

El porcentaje de germinacién fue evaluado para B. bassiana y M. anisopliae. Se sembré 0,1 ml
de una dilucién que contenia aproximadamente 1x10% esporas del producto a evaluar en AA
(agar-agua) en tres sitios de la caja Petri previamente marcados al reverso, se dispersé la
muestra sobre la linea guia, las cudles tenian al menos 1 cm de separacién de cada una, se
sembraron dos cajas por cada tiempo de evaluacién (12h, 18h, 24h). Se incubaron las cajas Petri
a 27 °C, transcurrido el tiempo se retird con una espatula una porcién del agar ubicado sobre la
linea trazada y se colocé en un portaobjetos. Se adiciond una gota de azul de lactofenol y se
colocé un cubreobjetos, finalmente se observé bajo un microscopio.

Se realizaron 6 lecturas por hongo entomopatdgeno de 200 conidios o esporas
germinados o no germinados (Anexo 3). Se considerd que un conidio germinado es aquel que ha
emitido un tubo germinativo del mismo o mayor tamano a la espora. Se registré el % de
germinacion en el tiempo de incubacidn (Tabla 5), empleando los valores del anexo 3 en la
siguiente ecuacién:

L conidios o esporas germinadas
Germinacion(%)= — *100
Total de conidios o esporas contados




Tabla 5

Porcentaje de germinacion de indculos formados por M. anisopliae y B. bassiana
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% germinacion

Hongo entomopatdgeno

12 horas 18 horas 24 horas
Beauveria bassiana 58 82,67 91,33
Metarhizium anisopliae 68 89,91 97,83

Determinacion del pocentaje de pureza

Se sembraron los inéculos de B. bassiana y M. anisopliae en los medios PDA, SDA y AN, se

incubaron a 242C por 3 dias y se procedio a realizar el conteo de hongos contaminantes,

bacterias aerobias meséfilas contaminantes y levaduras contaminantes, que estuvieron

presentes en 6 ensayos de determinacidn de pureza por hongo entomopatégeno (Anexo 12).
Para el calculo del porcentaje de pureza de cada hongo (Tabla 6), se utilizé la siguiente

férmula:

A
o/ )= *
Pureza (%) ATBICID 100

Donde:

A= Concentracion de ingrediente activo aislado

B= Concentracién de hongos contaminantes

C= Concentracion de bacterias aerdbicas meséfilas contaminantes
D= Concentracion de levaduras contaminantes

Tabla 6

Porcentaje de pureza de indculos formados por M. anisopliae y B. bassiana

Hongo entomopatégeno Repeticion % Pureza

Beauveria bassiana R1 99, 967

Metarhizium anisopliae R1 99, 842
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Inoculacion

Una vez que obtuvimos los pardmetros de calidad de los inéculos formados, siguiendo la
metodologia descrita por Monzdén (2001), colocamos 10 garrapatas adultas por 1 minuto en
tubo con hipoclorito de sodio al 0,5%, se empleo esta concentracion en este tiempo por ser la
recomendada para organismos vivos, posteriormente se lavaron por tres ocasiones con agua
destilada y se retird el exceso en un papel toalla estéril. A continuacidn, se colocaron las
garrapatas en un tubo de ensayo el cual se rellend con el indculo formado por el hongo a
evaluar durante 10 minutos, pasado este tiempo se vacio el indculo, las garrapatas se colocaron
en camaras humedas, 10 por cada cdmara, finalmente se sellaron con parafilm para mantener la

humedad y se colocaron en la incubadora a 272C (Tabla 7).

Tabla 7

Andlisis estadistico del ensayo de inoculacion de formulaciones de B. bassiana y M. anisopliae a

diferentes concentraciones en garrapatas en estado adulto.

B. bassiana M. anisopliae

Concentracion

(esporas/ml) Repl Rep2 Rep3 Repd Repl Rep2 Rep3 Repsd
B1: 1,6x10° 10 10 10 10 10 10 10 10
B2:1,01x10° 10 10 10 10 10 10 10 10
B3:1,003x10’ 10 10 10 10 10 10 10 10
B4: 1,003x10% 10 10 10 10 10 10 10 10
T1: testigo 10 10 10 10 10 10 10 10

Nota: Se presenta los tipos de hongos entomopatégenos junto con las concentraciones a

evaluar de cada uno, mas un tratamiento testigo, el cual contiene agua destilada estéril. El
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ensayo presenta cuatro réplicas, el valor 10 representa al niUmero de ectoparasitos por caja

Petri, cada garrapata se toma como unidad experimental.

Evaluacién de la mortalidad
El porcentaje de mortalidad se evalud desde el dia 1 al dia 19 el porcentaje de
mortalidad (M), el cudl se analizara de acuerdo con Schneider y Orelli (Nakano, Silveira, &

Zucchi, 1981).

%Mortalidad en el tratamiento-%Mortalidad en el control £100
- 100- %Mortalidad en el tratamiento

Se consideré que una garrapata ha muerto por ausencia de movilidad al estereoscopio y

la presencia de conidios B. bassiana o M. anisopliae en el cuerpo del ectoparasito.

Estimacion concentracion letal media (CL50) y tiempo letal medio (TL50) de Beauveria bassiana
y Metarhizium anisopliae

Los datos para determinar la concentracion letal media (CL50) y tiempo letal medio
(TL50) se analizaron utilizando el programa R Studio V1.3, empleando un modelo log-logistico

con la funcién “drm()” del paquete “drc().
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Capitulo 3: Resultados

Identificacion morfolégica de las garrapatas recolectadas en la finca ganadera

De las 40 garrapatas recolectadas se determiné que el 100% fueron identificadas como
R. microplus. 10 garrapatas fueron reconocidas como machos en estado adulto y 40 como
hembras en estado adulto. Los especimenes hembras observadas presentaron las siguientes
caracteristicas: surco anal post anal ausente, coxa 1 con dos espolones muy pequefios, ausencia
de festones y un escudo incompleto (Figura 7), presencia de gnatosoma corto (largo igual al
ancho), palpos mas cortos que el hipostoma, capitulo hexagonal con presencia de areas porosas
(Figura 8).

Figura 7

Rhipicephalus microplus hembra

Nota: (A) Vista dorsal de Rhipicephalus microplus hembra. (B) Vista ventral de Rhipicephalus

microplus hembra.
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Figura 8

Gnatosoma Rhipicephalus microplus hembra

Nota: (A) Vista dorsal del gnatosoma de Rhipicephalus microplus hembra, palpos mds cortos que
el hipostoma, areas porosas en el capitulo que presenta forma hexagonal. (B) Vista ventral del
gnatosoma de Rhipicephalus microplus hembra, se presenta de forma corta (largo igual al

ancho).

Los machos presentaron un idiosoma o cuerpo con mdrgenes anterolaterales de rectos
a concavos, peritremas al costado después de la cuarta coxa, surco anal post anal ausente, coxa
1 con dos espolones muy pequefios, ausencia de festones, cuatro placas adanales visible de
forma ventral y un escudo sin adorno presente en toda la superficie dorsal (Figura 9), un
gnatosoma corto (largo igual al ancho), palpos mas cortos que el hipostoma, capitulo hexagonal

sin areas porosas (Figura 10).
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Figura 9

Rhipicephalus microplus macho

Hipostoma ' [

!
A
Clpl!—ulo

Nota: (A) Vista dorsal de Rhipicephalus microplus macho. (B) Vista ventral de Rhipicephalus

microplus macho.

Figura 10

Gnatosoma Rhipicephalus microplus macho

Hipostoma Gnatosoma corto

Nota: (A) Vista dorsal del gnatosoma de Rhipicephalus microplus macho (B) Vista ventral del

gnatosoma de Rhipicephalus microplus macho.
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Cultivos puros obtenidos y caracteristicas macroscépicas

Tras reactivar la cepa de Beauveria bassiana, se obtuvieron cultivos puros en PDA, con
las siguientes caracteristicas: colonias algodonosas de color blanco polvorientas al derecho de la
caja Petri, mientras que al revés presentaron un color amarillento con un tono rojizo en el

centro (Figura 11).

Figura 11

Cultivos puros aislados de Beauveria bassiana

Nota: (A) Vista macroscépica de Beauveria bassiana observada al derecho de la caja Petri en
medio Papa Dextrosa Agar (PDA) y una siembra por estriado. (B) Vista macroscopica observada
al revés de la caja Petri con medio Papa Dextrosa Agar (PDA) y siembra por estriado.

Tras reactivar la cepa de Metarhizium anisopliae, se obtuvieron cultivos puros en PDA,
con las siguientes caracteristicas: colonias algodonosas de color verde claro a verde grisaceo
oscuro al derecho de la caja Petri, mientras que al envés de la caja presentaron un color amarillo

palido (Figura 12).
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Figura 12

Cultivos asilados puros de Metarhizium anisopliae

Nota: (A) Vista macroscopica de Metarhizium anisopliae observada al derecho de la caja Petri
con un crecimiento del 100% en medio Papa Dextrosa Agar (PDA). (B) Vista macroscopica de

Metarhizium anisopliae observada al revés de la caja Petri con medio Papa Dextrosa Agar (PDA).

Cultivos puros obtenidos y caracteristicas microscépicas

Una ves obtenidos los cultivos puros y observadas sus caracteristicas macroscopicas, se
tomd una muestra de colonias puras de B. bassiana y de M. anisopliae, se realizé una tincion
con azul de lactofenol y se observé bajo un microscopio éptico con un objetivo 40x las siguientes
caracteristicas para Beauveria bassiana: hifas lisas, con conidios formando racimos densos e
irregularmente agrupados, las fialides se hinchan en la base y se adelgazan hacia la zona donde
sostienen las esporas, raquis en forma de zigzag (Figura 13).

Las colonias puras de M. anisopliae presentaron: conidiéforo con dos a tres

ramificaciones en cada septo, crecimiento de forma irregular con conidias predominantemente
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cilindricas y agrupadas. Sus hifas son lisas y septadas y sus fialides delgadas en el apice (Fgura
14).
Figura 13

Tincion con azul de lactofenol de Beauveria bassiana

Nota: Beauveria bassiana tefiida con azul de lactofenol, observada en microscopio éptico OMAX
G015020170 a 40x.

Figura 14

Tincién con azul de lactofenol de Metarhizium anisopliae

Nota: M. anisopliae, observadas con el microscopio OMAX G015020170 bajo el objetivo 100x.
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Porcentaje de mortalidad de las garrapatas expuestas a Beauveria bassiana y Metarhizium
anisopliae

Se encontrd que en los cuatro tratamientos donde fue utilizado B. bassiana se produjo
la muerte del total de las garrapatas antes de los 20 dias. La concentracién denominada
B4= 1,003x108 esporas/ml obtuvo la tasa de mortalidad mas alta en menor tiempo,
observandose la muerte de todas las garrapatas en el dia 14,5 del experimento, seguida por la
concentracién B3=1,003x10’, B2=1,01x10°, B1=1,6x10° esporas/ml presentandose la muerte en
los dias, 15,5; 17,25 y 18,75 respectivamente (Figura 15).
Figura 15
Numero de garrapatas R. microplus en estado adulto, muertos por accion de diferentes

concentraciones de B. bassiana
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Nota: Nimero de muertos alcanzados en el transcurso del ensayo, a diferentes concentraciones.

B1=1,6x10°,B2=1,01x10°,B3=1,003x10’, B4=1,003x108, T1= control
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En los tratamientos de M. anisopliae, la concentracién de 1,003x108 esporas/ml
ocasiond la muerte del 100% de las garrapatas en el dia 13,5 del experimento, seguida por la
concentraciones 1,003x107,1,01x10%,1,6x10° esporas/ml, produciendo la muerte de las
garrapatas en los dias, 15, 17,25 y 18,5 respectivamente. El inicio de las muertes varié en cada
concentracion y la velocidad en la que se presento la muerte de los ectoparasitos fue mayor a

medida que aumentd la concentracién del hongo (Figura 16).

Figura 16
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Nota: Se presentan graficos del nimero de muertos alcanzados en el transcurso del ensayo, a

diferentes concentraciones. Blzl,6x105,82:1,01x106,B3:1,003x107, B4=1,003x108, T1=Control
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Figura 17

R. microplus en estado adulto, colonizado con B. bassiana y M. anisopliae

Nota: (A) R. microplus a los 19 dias post aplicacion del indculo a base de B. bassiana, se observa
un idiosoma blanquecino, producto de la esporulacién del hongo. (B) R. microplus a los 19 dias
post aplicacion del inéculo a base de M. anisopliae, se observa un idiosoma verdoso, producto

de la esporulacién del hongo en el cuerpo del ectoparasito.

Concentracion letal media (CL50) de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae

Para determinar la concentracion letal media (CL50) de B. bassiana y M. anisopliae
sobre R. microplus en estado adulto a los 15 dias de evaluacidn, se empleo el programa R Studio
V1.3, empleando un modelo log-logistico con la funcion “drm()” del paquete “drc”, el andlisis
mostré que B .bassiana presenté una CL50 correspondiente a 6,7670x10* esporas/ml (Anexo
7).

Mientras que el hongo M. anisopliae mostré una CL50 de 7,06945858 x10* esporas/ml
(Anexo 8). Mostrando que las cepas de la empresa Yura Biosearch, presentaron una buena

eficacia sin emplear la concentracion mas elevada a condiciones in vitro.
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En la funcién log-logistica, se puede observar la concentracién ideal para obtener la
mortalidad del 50% de la poblacién de R. microplus por M.anisopliae y B. bassiana (Figura 18).
Estos resultados evidencian el efecto acaricida de estos hongos entomopatdgenos, permitiendo

la creacion de estrategias para el control integrado de esta plaga.

Figura 18

Concentracion letal media de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae

B. basslana M. anisopliae
100 4 . 100
.
80 1 80 1
. .
» ;: po

]

60 h-4 60
s
2
5
s

40 40

20 20 -

T T T T T
50000 1e+05 1e+06 1e+07 1e+08 50000 1e+05 1e+06 1e+07 1e+08

Concentracion Concentracion

Nota: M. anisopliae mostré una CL50 de 7,06945858 x10* esporas/ml| mientras que B.bassiana

presenté una CL50 correspondiente a 6,7670x10* esporas/ml



59

Tiempo letal medio (TL50) de Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae

Al analizar las concentraciones de los hongos mediante R Studio V1.3, empleando un
modelo log-logistico con la funcion “drm()” del paquete “drc” se observé que cada una de las
concentraciones de B. bassiana alcanzé un TL50, en diferentes momentos del ensayo (Figura
19). La concentracién 1,003x108 esporas/ml fue la primera en alcanzar un TL50 a los 5,38099
dias de ensayo.

De igual forma se procedié con las concentraciones faltantes (Anexo 10), donde se
observa que la concentracién 1,003x107 esporas/ml alcanzé su TL50 a los 8.11669 dias,
mientras que para las concentraciones 1,01x10° y 1,6x10° esporas/ml el TL50 se obtuvo a los
10.09281 y 13.05976 dias de estudio, respectivamente.

El analisis de las concentraciones del hongo entomopatégeno M. anisopliae. nos indica
que la concentracién que presenté mayor eficacia fue 1,003x108 esporas/ml, ya que alcanzé el
TL50 a los 5,20688 dias.

La siguiente concentracidn en alcanzar el TL50 fue 1,003x107esporas/ml alos 7,96742,
mientras que 1,01x10° y 1,6x10° esporas/mlquienes alcanzaron el tiempo letal medio a los

9,93436 y 12,97655 dias, respectivamente (Figura 20).
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Figura 19

Tiempo letal medio para diferentes concentraciones de B. bassiana
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Figura 20

Tiempo letal medio para diferentes concentraciones de M. anisopliae
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El estudio de la relacidn entre la variable dependiente (% de germinacién) y dos

variables independientes (tipo de hongo entomopatdgeno y concentracion del hongo

entomopatégeno) lo realizamos en RStudio V1.3 con 0,05 como nivel de significancia,

empleando un ANOVA con dos factores (Anexo 11).
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Los datos arrojados por este analisis, nos indica que existe influencia significativa de la
concentracién con respecto al tiempo letal medio, ya que el valor-p resulto (0,04), resulté ser
menor a 0,05. En contraste con el tipo de hongo, el cual no presenta una influencia
significativa con respecto al TL50, su valor-p fue de 0,934. La influencia de la combinacién
entre el tipo de hongo y su concentracién no fue significativa, con un valor-p de 0,991, tal y
como se observa en las Figuras 18 y 19 donde el crecimiento en ambos graficos presenta una
tendencia similar. Concluimos que el valor de TL50 fue alcanzado en menor tiempo con forme
incremento la concentracion del hongo y este crecimiento fue similar para M. anisopliae, y B.

bassiana.
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Capitulo 4: Discusién

Identificacion morfoldgica de la especie de garrapata en el lugar de muestreo

El 100% de las garrapatas analizadas en el presente estudio se identificaron como
Rhipicephalus microplus. La recoleccion de las mismas se realizé en una zona
predominantemente tropical con condiciones ambientales propicias para el desarrollo de las
garrapatas, su temperatura media anual es de 22.6°C, su humedad > 90% y presenta una altitud
de 777 m.s.n.m. (Weather Atlas, 2020). En el Ecuador hay registro de los géneros Boophilus,
Amblyomma e Ixodes, se muestran guias segun pisos altitudinales, el género Amblyomma se
encuentra en altitudes menores a 1000 m.s.n.m, mientras Rhipicephalus oscila entre los 600 a
2000 m.s.n.m. e Ixodes se encuentra cominmente en alturas superiores a 1000 m.s.n.m.
(Guillen & Muriez, 2013).

A su vez varios autores, mencionan los siguientes factores climaticos como variables que
inciden en la predominancia de R. microplus en Ecuador: temperatura superior a 16°Cy
humedad superior al 70%. (R. Rodriguez & Bustillos, 2014). Corroborando estos datos, Bolafios
(2016) y Guillen & Mufiez(2013) en sus estudios taxondmicos de garrapatas, concluyen que a
nivel general R. microplus es la especie que prevalece sobre las demds en el pais. La ubicacidn
espacial de las especies de garrapatas es importante en las estrategias de control de las
garrapatas, ya que dependiendo de la especie y su ciclo de vida el manejo sera diferente, en el
caso de R. microplus, el cual pasa su vida en un solo hospedero el tratamiento y la frecuencia de
aplicacion de los acaricidas sera diferente a A. cajennense la cual presenta un ciclo de vida de

tres hospederos (Maya-Delgado et al., 2020).
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Rhipicephalus microplus es considerada la garrapata tropical que causa mayores
pérdidas al ganado vacuno debido a los parasitos que transmite como Babesia bigemina y B.
bovis causando babesiosis, 6 Anaplasma marginale causando anaplasmosis (Fernandez Tondelli,
2006).

Las perdidas econdmicas ocasionadas por esta garrapata se relacionan con las
enfermedades transmitidas por los ectoparasitos asi como por los dafios directos generados en
el ganado, y los gastos de control ese valor se estima en 7,3 USD/animal/ afio (FAO, 2005).La
resistencia a acaricidas ha generado también importantes pérdidas econémicas, en Uruguay se
estimo un costo de 20,3 USD por bovino para poder erradicar R. microplus del animal (Cuore et
al., 2012).

En paises donde R. microplus es un problema de sanidad, |a resistencia a acaricidas se
ha generalizado, |la aparicién de poblaciones resistentes surge por el uso constante de
acaricidas, mediante exposiciones sucesivas a un mismo producto sobre las garrapatas y sus
huevos (Klafke, de Albuquerque, Miller, & Schumaker, 2010).

La resistencia a acaricidas quimicos aumenta directamente proporcional a la presién de
seleccidn, al eliminar las garrapatas que auln son susceptibles a los acaricidas, la progenie serd
mas resistente, de esta forma si en un inicio existe una composicién en la poblacién de
garrapatas susceptibles y resistentes, al final de la seleccidén genética tendremos un cambio

poblaciones heterogéneas, resistentes al producto quimico (Davey, Miller, & George, 2008).

En el Ecuador Maya-Delgado et al. (2020) mostré que R. microplus se encuentra
ampliamente distribuidos en Santo Domigo de los Tsachilas, en 52 de las 84 fincas ganaderas
estudiadas se encontro el alelo de resistencia a amitraz por parte de R. microplus, a su vez
mencionan que aungque se encontraron genotipos homocigotos y heterocigotos, si el mal uso de

los acaricidas quimicos continua en un futuro se podria encontrar poblaciones completamente
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resistentes a amitraz lo que generaria un problema mayor a nivel de sanidad animal y

econdmico.

Identificacion de conidias puras de B. bassiana y M. anisopliae

Los aislamientos observados en la figura 11, se muestran como colonias de color
blanquecino, de aspecto algodonoso y con una superficie ligeramente elevada. En la figura 13 se
muestran las imagenes microscépicas de los aislamientos, donde se observan conidiéforos
agrupados irregularmente, un raquis en forma de zigzag, el cual sostiene el conidio,
caracteristicas compatibles con las descritas para Beauveria bassiana por Bustillo (2001) & D. S.
Rodriguez & Del Pozo (2003). Los conidios lisos con una forma globosa, y formacién de racimos
son caracteristicas de esta especie y se mencionan en investigaciones realizadas por (Humber,
2005) (Torres et al., n.d.).

Los aislados del hongo entomopatdgeno presente en la figura 12 se caracterizé por
presentar inicialmente colonias blancas algodonosas y al madurar tomaron una tonalidad verde
olivo, al reverso presentaron un color amarillo intenso, estas caracteristicas fueron mencionadas
por Bischoff, Rehner, & Humber (2009); Driver, Milner, & Trueman (2000) quienes las
identificaron como cepas de M. anisopliae. En cuanto a las caracteristicas microscépicas, se
observaron conidios alargados, cilindricos los cuales se dispusieron en forma de cadenas
paralelas, el conidiéforo con crecimiento irregular, hifas son lisas y septadas y fialides delgadas
en el dpice, caracteristicas que coinciden con lo descrito por (Cardenas et al., 2016; Machado

Alvarez, 2013).

Influencia de la concentracion de esporas por mililitro en el porcentaje de mortalidad
La presencia de micosis observada en las garrapatas sometidas a diferentes diluciones

de hongos entomopatdgenos, y no en el tratamiento control a base de agua destilada estéril,
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indica que el empleo de B. bassiana y M. anisopliae fue la causa de la muerte de las garrapatas
adultas R. microplus, conclusiones similares obtuvieron Frazzon, Vaz Junior, Masuda, Schrank, &
Vainstein (2000), y Gindin, Samish, Zangi, Mishoutchenko, & Glazer (2002), ya que al evaluar la
mortalidad en teledginas, indicaron que sus porcentajes de mortalidad fueron elevados al
emplear hongos en su tratamiento en comparacién con el tratamiento testigo.

En el presente estudio la concentracién 1,003x102 esporas/ml obtuvo mayor
efectividad en comparacién con los demads tratamientos, alcanzando una mayor mortalidad en
menor tiempo, caracteristica que se mantuvo consistente en el desarrollo del ensayo.
Resultados similares fueron sefalados por varios autores, Ming et al.(2011) concluye que su
concentracion de 1x108esporas/ml de B. bassiana y M. anisopliae fueron altamente eficientes
en el control de hembras ingurgitadas, presentando el 100% de mortalidad en el dia 10 después
de la inoculacién. Empleando la misma concentracién Broglio et al. (2012) presentd una tasa de
mortalidad de teleoginas entre 92 a 100% empleando el hongo M. anisopliae a los 14 dias.

Los dos tratamientos que presentaron las concentraciones 1,6x10° y
1,01x10° esporas/ml presentaron resultados menos eficaces en la muerte de ejemplares
adultos de R. microplus, sin embargo, se ratifico que B. bassiana y M. anisopliae ejercen control
bioldgico sobre esta especie de garrapata.

La formacién de micelio sobre la superficie de las garrapatas fue observada en los dos
hongos, con mayor rapidez en los tratamientos tratados con Metarhizium anisopliae. Estos
resultados concuerdan con otros autores, debido a que la mayoria de éstos han reportado una
mayor mortalidad de garrapatas empleando este hongo, como el estudio de Valbuena & Alzate
(2007) sus tratamientos con la cepa de M. anisopliae, en comparacién con los tratamientos de
la cepa formulada de B. bassiana, demostraron mayor colonizacién en la cuticula del hospedero,

mencionan que esto pudo deberse a que M. anisopliae, se adapta de mejor manera a diversas
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condiciones de temperatura y humedad y ademas es capaz de formar una estructura adhesiva,
de la cual origina una hifa afilada que rompe la barrera externa de las garrapatas ingresando a
sus células epidérmicas, permitiendo la penetracién del micelio, caracteristica que B. bassiana
no presenta, pues su hifa infectiva es mas sensible, ocasionando un menor desarrollo del hongo

sobre el hospedero.

Analisis del CL50 (Concentracion letal media) para B. bassiana y M. anisopliae

M. anisopliae presenté una CL50 correspondiente a 7,06945858 x10* esporas/ml,
mientras que a B. bassiana le corresponde un valor de 6,7670x10*esporas/ml. Oporta (2017)
nos indica que el valor obtenido es considerado bajo, lo cual nos indica un alto grado de
patogenicidad. Valbuena & Alzate (2007) compararon las mismas cepas de hongos frente a
larvas de R. microplus encontrando una CL50 de 8,16x10*esporas/ml para el hongo M.
anisopliae y 8,36x103esporas/ml para B. bassiana, obteniendo una buena eficacia a nivel in
vitro con una concentracion minima similar a la presentada en este estudio.

La tendencia de la mortalidad de Rhipicephalus microplus a través del tiempo frente a
ambos hongos siguié un mismo patrén, en el cual, una mayor concentracién generé una mayor
mortalidad de las garrapatas en estado adulto. En la investigacidn realizada por Oporta (2017) se
enfocaron en estudiar la patogenicidad de M. anisopliae en teleoginas (garrapatas adultas
ingurgitadas) de R. microplus, encontrando una alta susceptibilidad en todas sus
concentraciones evaluadas, su CL50 fue 1,2X104conidios/ml. M. Fernandez, Zhioua, & Garcia
(2005) por su parte reportaron una concentracion letal media de 1x10%conidios/mlpara una
cepa de R.microplus resistente a los organosfosforadosy 1x103conidios/ml para cepas
susceptibles, convirtiendo a sus cepas estudiadas en microorganismos con alto potencial de

parasitismo y mortalidad.
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Analisis del TL50 (Tiempo letal media) para B. bassiana y M. anisopliae

A mayor concentracién, el tiempo para eliminar al 50% de la poblacién de las garrapatas
disminuyd, para la concentraciéon 1,003x108 esporas/ml el TL50 de M. anisopliae fue de
5,20688 dias y 5,38099 dias para B. bassiana. Valbuena & Alzate (2007) evaluaron
concentraciones iguales y superiores analizadas en este estudio, su concentracién de
1x108 esporas/ml de M. anisopliae arrojé un TL50 de 5 dias, coincidiendo con nuestro
resultados, pero presentando una diferencia significativa con la concentracién de
1x10° esporas/ml ya que su TL50 fue de tres dias, por lo que serfa adecuado elevar la
concentracion del producto empleado en este estudio para obtener una actividad virulenta en
menor tiempo.

Beltran, Gutiérrez, & Saldarriaga (2008) en su estudio sobre el hongo Lecanicillium
lecanii sobre R. microplus, reportaron que a una concentraciéon de 1,25x108 esporas/ml su
TL50 fue de 10 dias, mientras que Galindo, Pulido, & Garcia (2018) emplearon B. bassiana a esta
misma concentracién y obtuvieron un tiempo letal medio de 12,5 dias, Raymond et al. (2004)
determinaron que aminoacidos hidrofébicos encontrados en la cuticula, influencian la
germinacion de las conidias de los hongos y consecuentemente la penetracion de la hifa,
pudiendo explicar la variacién de este valor reportada por diversos autores. Los resultados de
este estudio indican que ambos hongos generaron presencia de micosis en las garrapatas
tratadas, comprobando que esta fue la causa de su muerte. Sin embargo Motta & Murcia
(2011), afirmaron que aun presentando una germinacién por debajo del 50% la eliminacién de
las garrapatas puede ser ocasionada por una alta produccién de toxinas sobre las mismas, antes

de la muerte de los conidios.
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Capitulo 5: Conclusiones

En el presente estudio se identificé Unicamente la especie R. microplus en el ganado

bovino, de la finca ”“La Maminita” ubicada en San Miguel de los Bancos, provincia de Pichincha.

M. anisopliae logro alcanzar la mortalidad del 100% de las garrapatas a los 13,5 dias
empleando la concentracion 1,003x108 esporas/ml, mientras que para B. bassiana empleando la
misma concentracién, el 100% de los ectoparasitos se eliminaron a los 14,5 dias. Indicando que
no hubo una diferencia significativa de los hongos analizados con respecto al efecto acaricida

ejercido sobre la garrapata R. microplus en su estado adulto a nivel de laboratorio.

La concentracién de conidios que determina la CL50 de M. anisopliae es de
7,06945858 x10* esporas/ml mientras que para B. bassiana es de 6,7670x10% esporas/ml sobre

R. microplus en estado adulto. Indicando una mayor mortalidad a mayor concentracién.

La concentracién de esporas que determina el TL50 es 1,003x102 esporas/ml, a los 5,2
dias para M. anisopliae y 5,4 para B. bassiana. Indicando que al emplear una mayor

concentracion, se requiere un menor tiempo para lograr la mortalidad en los ectoparasitos.
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Capitulo 6: Recomendaciones

Se recomienda realizar estudios de cepas nativas en diferentes regiones geograficas del
Ecuador, y generar programas de control de esta plaga, ya que que la variabilidad genética de
los hongos entomopatdgenos, permite un mayor o menor alcance de hospederos y un mayor

porcentaje de virulencia.

Se recomienda realizar investigaciones en todos los estadios de la garrapata R.

microplus, con diferentes formulaciones que puedan ser empleadas en condiciones de campo.

Se observd que los efecto patogénicos tienden a incrementar a medida que aumenta la
concentracion del hongo, por lo que se sugiere segun este estudio emplear la concentracién

1,003x108 esporas/ml o superiores de B. bassiana y M. anisopliae.

Se recomienda la utilizacién de B. bassiana y M. anisopliae como una alternativa para el
control de la plaga R. microplus, ya que podria reducir la aplicacién de quimicos acaricidas,
reduciendo consecuentemente el impacto ambiental generado por estas sustancias, asi como el

riesgo de adquirir resistencia a los quimicos por parte de los ectoparasitos .
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