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RESUMEN

La ganaderia bovina es una de las principales actividades productivas de Nicaragua con un
aporte significativo a laeconomiay la generacion de empleos. La garrapata comun del bovino
es principal ectoparasito que afecta la produccion bovina. El objetivo de este estudio fue
determinar el potencial de hongos entomopatdgenos Hypocreales, como agentes de control
microbiano de la garrapata del ganado bovino R.(B) microplus. Se evalué el efecto de M.
anisopliae y B. bassiana sobre las poblaciones de R.(B) microplus, en condiciones de campo.
Para la evaluacion de los tratamientos, se establecio un disefio completamente al azar con
cinco tratamientos y diez repeticiones. Antes de la aplicacion de los tratamientos, se realizo
conteo de las teleoginas de tamafio mayor a cuatro mm, para determinar nimero de garrapatas
por vaca. Los tratamientos microbianos fueron diluidos en una solucién acuosa con Tween
80 al 0.1 %, y se aplicé mediante bafio por aspersion, 1 litro de solucién por cada 100 kg de
peso vivo del animal, empleando una aspersora tipo mochila. Siete dias después de la
aplicacion de los tratamientos, se procedio a realizar nuevamente el conteo de garrapatas por
animal, para determinar el nimero total de garrapatas en el bovino, se contaron las garrapatas
presentes en un lado del bovino y se multiplico por 2 (costado izquierdo y derecho). Los
datos obtenidos se procesaron en el software estadistico infostat y se realizé un analisis de
Kruskal-wallis, y se determinaron las diferencias estadisticas entre los tratamientos
microbianos. Los resultados obtenidos en este estudio para el tratamiento M. anisopliae
formulacidn en aceite se encontr6 una reduccion del 61.77 % de la poblacidn de garrapatas
en contraste con la taza de poblacion inicial, mientras que en el tratamiento con B. bassiana
fue de 60.31 %. En el tratamiento Amitraz se redujo la poblacién de garrapatas hasta en un
95.72 %. Estos resultados nos indican la efectividad de los hongos entomopatdgenos para el
control de la garrapata comdn del bovino, pudiendo integrarse en programas de control
integrado de garrapatas.

Palabras clave: Biocontroladores, Ectoparasitos, Control bioldgico, Formulaciones,
Garrapaticidas y Artropodos.



ABSTRACT

Cattle raising is one of Nicaragua's main productive activities with a significant contribution
to the economy and employment. Sanitary conditions such as external and internal parasites
are the main cause of low reproductive and productive indices in livestock. The aim of this
study was to evaluate the potential of entomopathogenic Hypocreales fungi, as microbial
control agents of the cattle tick R. (B) microplus, under field conditions. The
entomopathogenic fungi M. anisopliae and B. bassiana were evaluated, using a completely
randomized design with five treatments and 10 replications. Prior to application of the
treatments, teleogynins bigger than four mm were counted to determine the initial number of
ticks per cow. The microbial treatments were diluted in an aqueous solution with 0.1% Tween
80 %, and were applied by using a backpack sprayer. A volume of one liter of solution per
100 kg of live weight of the animal was used. Seven days after the application of the
treatments, a teleogynin count was performed again. The data obtained were processed in the
statistical software INFOSTAT and a Kruskal-wallis analysis was performed, and the
statistical differences between the microbial treatments were determined. The results
obtained in this study for the M. anisopliae oil formulation treatment found a 61.77%
reduction in the ticks population in contrast to the initial population, while in the treatment
with B. bassiana, the tick population decreased by 60.31%. The results with Amitraz reduced
the initial tick population by up to 95. These results indicate the effectiveness of
entomopathogenic fungi for the control of the common bovine tick, and can be integrated
into integrated tick control programs.

Keywords: Biocontrollers, Ectoparasites, Biological control, Formulations, Tickicides and
Arth
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I. INTRODUCCION

La ganaderia bovina es una de las principales actividades productivas de Nicaragua con un
aporte significativo a la economia y a aspectos sociales relevantes, como la seguridad
alimentaria y la generacion de empleos. No obstante, a pesar de su contribucion al
crecimiento econdmico del pais, se ha visto afectada por una serie de factores que ocasionan
un bajo desempefio en sus indicadores técnicos, financieros, ambientales, sociales y
sanitarios, los cuales generan un bajo valor en la cadena de produccién de carne y leche (Van
der Hoek et al., 2021).

Este estudio esta direccionado hacia la busqueda de alternativas que contribuyan al control
de plagas como la garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus a través del uso de hongos

entomopatogenos Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana.

Las garrapatas son artropodos macroscopicos, que suelen medir entre tres y ocho mm, son
parasitos hematdfagos que parasitan a varias especies de animales incluyendo al ser humano.
Se clasifican en dos familias: duras llamadas ixodidae y blandas Ilamadas argasidae
(Manzano et al., 2012).

Las condiciones sanitarias, son la principal causa de bajos indices reproductivos y
productivos en la ganaderia bovina nicaragliense, incluyendo principalmente la presencia de

parasitos externos e internos (Espinoza, 2005).

En México se han registrado 82 especies de garrapatas tanto en animales silvestre como
domésticos, siendo la garrapata R. (B) microplus la que mayor afecta el rubro de la ganaderia,
debido a su amplia distribucion en regiones tropicales y sub tropicales causando importantes
dafios econdmicos (disminucion de los parametros productivos y reproductivos de los
animales, asi como también los costos de control), a esto se le suma los problemas de
resistencia a ixodicidas y en enfermedades que esta trasmiten.(Rodriguez et al., 2005;
Rodriguez Vivas et al., 2006).



En Nicaragua, los métodos para el control de garrapatas se fundamentan en la utilizacion
intensiva de ixodicidas quimicos, como organofosforados y piretroides sintéticos, que causan
resistencia a los ixodidos. Por tal motivo, deben evaluarse alternativas que estén inmersas en
el control integrado de parasitos, donde se destaca el uso de hongos entomopatdgenos, dada
su amplia distribucién natural, bajo riesgo para la salud humana y animales, compatibilidad
ambiental, alta virulencia sobre garrapatas y bajo costo (Tofifio et al., 2017).

En consecuencia, muchos autores han llevado a cabo estudios, como, por ejemplo; (Arguedas
et al. 2008). Quienes entre 2003 y 2004 evaluaron la eficacia de M. anisopliae en el control
de R. (B) microplus a través de un ensayo con fase in vitro e in vivo. Determinando la
efectividad del hongo sobre los distintos estadios, encontrando reduccién en la eclosion de
huevos, elevada mortalidad de larvas y teleoginas, asi como la disminucion del nimero de

garrapatas por animal (Agudelo et al., 2021).

Se han descrito diversos estudios, in vitro e in vivo, en diferentes paises latinoamericanos
para el control de garrapatas R (B) microplus, utilizando hongos entomopatégenos M.
anisopliae y B. bassiana, encontrando una eficacia desde 76% hasta 99% en estudios in vitro,
dependiendo de la concentracion de conidios. Mientras que en los estudios in vivo, se ha
obtenido del 50% hasta 90% de eficacia, tomando en cuenta las condiciones medio
ambientales en el que el hongo entomopatdgeno estd expuesto (Arguedas et al., 2008;
Bautista et al., 2017 y Lépez et al., 2009).

En Nicaragua se han llevado a efecto estudios con los hongos Isaria fumosorosea, B.
bassiana y M. anisopliae para el control de garrapatas en condiciones de laboratorio,
obteniendo entre 84% con B. bassiana y 92% de mortalidad con M. anisopliae, ademas de
estudios histopatoldgicos encontrandose dafios en ovarios y huevos de R. (B) microplus, sin
embargo, los estudios en condiciones de campo no se han realizado con estas cepas de hongos
(Oporta, 2017; Oporta, 2022).

En correspondencia con este estudio, se evaluo el hongo entomopatégeno B. bassiana para
la regulacion de las poblaciones de garrapatas R. (B) microplus, en la hacienda la Esperanza,
municipio Mina El limon, del departamento de Ledn en el periodo de abril 2006 a agosto
2007. Encontraron un 50% de efectividad sobre el control de la infestacién de garrapatas en

bovinos bajo condiciones de campo (Delgadillo et al., 2007).
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Podemos citar un estudio realizado en el 2012 titulado Evaluacion de la Patogenicidad y
Esporulacion del hongo Entomopatdgeno M. anisopliae (Metsch Sorokin) cepa (Metagreen)
en control de garrapata del ganado R. (B) microplus. En su fase parasitica en estado ninfal en
dos etapas: en el Laboratorio de hongos Entomopatogenos de la UNAN - Leon y Finca Las
Mercedes del Municipio de Malpaisillo. En la etapa de campo la mortalidad fue de 94%,
estas murieron a los cinco dias después de realizada la aplicacion del hongo a las vacas
(Hurtado et al., 2012).

La importancia de este trabajo radica en evaluar la eficacia de los hongos (M. anisopliae y B.
bassiana), como biocontroladores de la garrapata comun del bovino R. (B) microplus, bajo
condiciones de campo, como una alternativa al control quimico. Ademas, surge como una
alternativa para facilitar a los ganaderos nuevas opciones en la regulacion de las poblaciones
de garrapatas, de esta forma se obtienen los subproductos inocuos y libres de alguna

perturbacion que incida en su comercializacién y consumo humano.

El impacto de esta propuesta como una alternativa en el control de la garrapata R. (B)
microplus, se centra en los beneficios ambientales y econémicos, dado a que los costos de
control de plagas son relativamente bajos al utilizar productos naturales propiciando un

equilibrio entre el ser humano y el medio ambiente.



I1. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general
Generar alternativas para el control de la garrapata R. (B) microplus mediante el uso de
hongos entomopatdgenos M. anisopliae y B. bassiana bajo condiciones de campo

2.2  Objetivos especificos

1. Determinar la efectividad bioldgica de M. anisopliae y B. bassiana en el
control de garrapatas en ganado bovino, en condiciones de campo.

2. Evaluar la eficacia del garrapaticida Amitraz en contraste con los hongos
entomopatogenos

3. Describir el efecto de los bioplaguicidas M. anisopliae y B. bassiana y del
plaguicida Amitraz, sobre la fluctuacion poblacional de garrapatas en

condiciones de campo.



111.MARCO DE REFERENCIA

3.1 Generalidades de las garrapatas
Segun Polanco y Rios (2016) Las garrapatas se encuentran distribuidas en areas tropicales,
subtropicales y zonas templadas. Segin Manzano et al. (2012). De acuerdo con sus
caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas, las garrapatas se clasifican en dos grandes
familias, garrapatas duras (ixodidae) y blandas (argésidae), las cuales pasan por varias fases
de desarrollo: huevo, larva, ninfa y adulto; refugidndose en madrigueras y la vegetacion, a la

espera de un hospedero y asi alimentarse (Manzano et al., 2012 y Polanco y Rios, 2016).

3.1.1 Clasificacion taxondmica de la garrapata
Guglielmone et al., (2010) afirma que la familia Ixodidae contiene seis subfamilias: Ixodinae,
Bothriocrotoninae, Amblyomminae, Haemaphysalinae, Hyalomminae y Rhipicephalinae,
dentro de estas se encuentran los géneros tales como: Ixodes con méas de 243 especies,
Haemaphysalis con 166 especies, Rhipicephalus con 87 especies, Dermacentor con 34
especies, Hyalomma con 27 especies y Amblyomma con 130 especies, siendo estos géneros

de mayor interés en medicina veterinaria.



3.1.2  Niveles taxondmicos de las garrapatas

Cuadro 1.Taxonomia de la garrapata R. (B) microplus segun NCBI.

Division Metazoa
Reyno: Arthropoda
Subphylum: Chelicerata
Clase: Arachnida
Subclase: Acari
Superorden: Parasitiformes
Orden: Ixodida
Superfamilia: Ixodoidea
Familia: Ixodidae
Subfamilia: Rhipicephalinae
Género: Rhipicephalus
Subgénero: Boophilus
Especie: Microplus

Nombre binomial:

Rhipicephalus microplus

Fuente: NCBI. (National Center for Biotechnology Information, 2015)

3.1.3  Morfologia de las garrapatas

Las garrapatas tienen un cuerpo redondeado, tienen las piezas bucales separadas del

idiosoma, recibiendo el nombre de capitulo. Presentan una placa esclerotizada en la

superficie dorsal, (Escudo). En los machos recubre por completo la superficie dorsal,

mientras que en las hembras este escudo se restringe a la mitad anterior, del que reciben su

calificativo de garrapatas duras (Estrada, 2015).



El escudo limita la expansion del cuerpo en los machos debido a su rigidez. Dado que las
hembras y los estadios inmaduros deben ingerir una gran cantidad de sangre durante su
alimentacion, pueden dilatar su volumen corporal gracias a la sintesis de nueva cuticula. En
el estadio adulto las garrapatas presentan las llamadas placas espiraculares, en las que se
origina el sistema de traqueolas respiratorias. Estas placas aparecen a los lados del cuerpo de
las garrapatas, con excepcion de las larvas, poseen cuatro pares de patas, con seis segmentos

uno de ellos anclado a la cara ventral del idiosoma (Estrada, 2015).

3.1.4  Descripcion general del ciclo de vida

El ciclo de vida de las garrapatas duras se inicia con la eclosion del huevo ovipositado por la
garrapata hembra gravida en un sitio himedo y protegido, del cual emerge la larva. Esta
permanece resguardada para evitar la desecacion y después de una semana, busca un huésped
del cual alimentarse. El tiempo que se tarda la garrapata en alimentarse, varia de acuerdo con
el estado de desarrollo en que se encuentre; las hembras de las garrapatas duras se alimentan
de sus hospedadores por un periodo de 7 a 12 dias y nunca por menos de 5, mientras que los
estados de larva y ninfa se alimentan por periodos de tiempo cortos y los machos se alimentan
intermitentemente y permanecen en su hospedador por semanas 0 meses. Polanco y Rios,
(2016).

Las garrapatas mudan en el estado de ninfas sobre el hospedador para posteriormente darse
la diferenciacién sexual (macho y hembra), estos copulan, las hembras se ingurgitan con
sangre (teologinas) y finalmente caen al suelo para desovar e iniciar un nuevo ciclo, mientras
que los machos permanecen en el huésped aparedndose con nuevas hembras. Ver en anexo
14. Anderson y Magnarelli. (2008).

3.2 Aspectos ecoldgicos de las garrapatas duras
La ecologia de las garrapatas gira en torno a una serie de eventos clave para su supervivencia
basado en la busqueda activa de un hospedador para aproximarse y subirse a él. A demas
percibir diversos datos del ambiente (como la temperatura o la humedad), o la presencia de
garrapatas de las misma o de otra especie, a través de los 6rganos sensoriales como las setas.
Existe otro proceso de desarrollo en las garrapatas para intentar optimizar el encuentro con
el huésped. Se trata de la diapausa, una estrategia que esta basada, como la hibernacion en

los mamiferos (Estrada, 2015).



3.3 Importancia veterinaria, econémica y manejo integrado de las garrapatas
3.3.1 Importancia veterinaria de las garrapatas
Es de mucha importancia en la medicina veterinaria, dar a conocer que las garrapatas al ser
un parasito obligado y vector de un importante nimero de enfermedades parasitarias,
bacterianas y viricas, que causan considerables tasas morbilidad y mortalidad muchas de ellas
son zoonoticas, que ocasionan altas pérdidas economicas en el sector agropecuario (Estrada,
2015).

Las afecciones causadas por agentes hemotrdpicos parasitarios estan distribuidos en varios
paises. Afectando considerablemente el ganado de carne como de leche, provocando bajas
en la produccién. Entre aquellos encontramos a especies del género Anaplasma (Anaplasma
marginale), y varios del género Babesia (B. bigemina y B. bovis), y Trypanosoma
(Trypanosoma vivax), con una frecuencia endémica y con variaciones estacionales (Yanez,
2013).

3.3.2  Importancia econémica
Pfaffle et al., (2009). Afirma que el impacto econdmico negativo que causan los
ectoparéasitos, se debe esencialmente a los bajos rendimientos productivos en leche
ocasionando una reduccién de 0.3 litros/dia por animal, en carne las pérdidas van de 15 a 40
kg y las muertes del ganado bovino en Nicaragua estan influenciada en un 60% (Cordén,
2012).

Debido a la extraccién de volimenes considerables de sangre, la garrapata hembra, es
responsable de la pérdida de 0,25 a 1,37 gramos de peso corporal de los bovinos (Jonsson,
2006). También provocan dafios en la piel, generandose infecciones secundarias por bacterias
o por larvas de moscas; disminucion en la fertilidad; estados de anorexia que conllevan a un
menor tiempo de crecimiento y ceba de los animales. Por otra parte, la presencia de estos
ectoparasitos provoca dificultades en la adaptacion al ambiente tropical de razas mejoradas
o0 importadas para incrementar la calidad genética y la productividad ganadera Pfaffle et al.,
(2009).



3.3.3  Manegjo integrado de las garrapatas
Consiste en la apropiada combinacién de al menos dos herramientas de control para romper
el equilibrio de poblaciones de garrapatas en los bovinos, donde implica primeramente la
seleccion de razas bovinas resistentes a garrapatas, manejos de praderas rotativos, productos
naturales, vacunas anti garrapatas, uso de productos quimicos y el control bioldgico
(Rodriguez et al., 2014).

3.3.4  Control quimico
Est4 basado en el conocimiento del ciclo bioldgico del parésito y evita que las formas
parasitarias lleguen al estado de teleogina, utilizando un acaricida eficaz cada 21 dias,
evitando de esta manera la presencia del R. (B) microplus con capacidad reproductiva y asi
impedir su fase de desarrollo a adulto, mediante tratamientos de rutina quimicos (Cardozo y
Franchi, 1995).

Entre los grupos quimicos mas utilizados para el control de las garrapatas en la mayoria de
los paises se encuentran: Organofosforados y carbamatos, piretroides, fenilpirazolonas,
amitraz (formamidinas), inhibidores de quitina y lactonas macrociclicas (Ivermectinas). Se
debe aclarar que este tipo de compuestos no se consideran acaricidas, sino coadyuvantes en

el control, se trata de compuestos llamados endectocidas (Benavides et al., 2016, p.64).

3.3.5  Depredadores naturales
Segun Rodriguez et al., (2014); Ojeda-Chi et al., (2011) en América Latina existen algunas
garzas y pajaros que son depredadores naturales de garrapatas. También existen algunas

especies de hormigas con efecto depredador en la poblacion de garrapatas.

3.3.6  Las vacunas contra las garrapatas
Actualmente se cuenta comercialmente con dos vacunas contra R. microplus denominadas
TickGARDPLUS-® en Australia y Gavac™ en América Latina. Las vacunas contienen el
antigeno Bm86 que es una glicoproteina aislada de R. (B) microplus que se encuentra
predominantemente en las células del intestino de la garrapata. Este gen Bm86 de R. (B)
microplus se expresa en los huevos pocos dias después de la oviposicion, en las larvas sin

alimentarse y alimentadas, ninfas y machos y hembras adultas (Rodriguez et al., 2014).



Subsecuentemente este mismo antigeno fue obtenido de la cepa cubana Camcord, el cual se
clond y expresd en la levadura Pichia pastoris, donde se obtuvo en forma glicosilada y
particulada, mostrando una proteccion de aproximadamente 91%. Este antigeno es
comercializado bajo el nombre GAVAC®. Actualmente se sabe que esta vacuna reduce el
uso de acaricidas en un 95% en el sitio donde fue desarrollada, ademas de que disminuye 10
veces el indice de hemoparasitos y muertes causadas por estos (Suarez et al., 2007; Rodriguez
et al. 2001, y Canales et al., 1997).

3.3.7  Uso de ganado resistente
Madalena et al., (1985); Utech et al., (1978). Refiere que la utilizacion de razas de ganado
resistente, especialmente el Bos indicus o Ceb0, es una de las mas exitosas alternativas. La
resistencia del ganado a las garrapatas se debe a actitudes de comportamiento y reacciones
inmunitarias que cada animal adquiere, a medida que va en desarrollo. Las razas cebuinas
presentan una gran habilidad para adquirir resistencia, mientras que en la mayoria de las razas

europeas es pobre.

3.3.8  Manejo de praderas

Se basa principalmente en el sistema de rotacion de potreros acortando el ciclo reproductivo
y reducir la poblacion de larvas de garrapata en ellas, incrementando sus probabilidades de
morir antes de encontrar un huésped. En condiciones tropicales en paises ecuatoriales se
estima que praderas vacias entre 4 a 6 semanas tiene un efecto importante en la poblacion de
garrapatas (Nari et al., 2003) y por ello, no representan un riesgo parasitario inmediato para
los animales que alli pastorean (Benavides et al., 2016; Benavides et al., 2001 y Nari et al.,
2003).

3.3.9  Control bioldgico
En el afio 1995 surge la Organizacion Internacional de Lucha Biologica (IOBC por sus siglas
en inglés: International Organization for Biological Control) que promueve métodos
ambientalmente seguros para el control de plagas y enfermedades. Ellos definen control
biol6gico como “La utilizacion de organismos vivos o sus productos, para impedir o reducir

(no eliminar) las pérdidas o dafios ocasionados por los organismos nocivos” (OIBC, 2013).
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El uso de organismos vivos para el control de plagas ha tenido una gran difusién en
agricultura, sin embargo, la complejidad de su desarrollo y utilizacion en veterinaria ha
limitado mucho su aplicabilidad. El problema mas dificil de resolver continda siendo el paso
de los productos del laboratorio a las condiciones existentes en el campo, donde deben
adaptarse, ser eficientes y sobre todo ser facilmente aplicables en la practica de las
condiciones ganaderas (Jongejan y Uilenberg, 2004; Willadsen, 2006 y OIBC, 2013).

3.4 Hongos entomopatogenos y control de R.(B) microplus
La primera descripcion sobre un organismo entomopatogeno fue realizada en el afio 1835,
cuando el naturalista italiano Agostino Bassi observd como una enfermedad que el mismo
denomino “mal del suefio” o “muscardina”, afectaba al gusano de seda y era capaz de
contagiar a otros individuos al ponerlos en contacto con un cadaver infectado. Dicho

organismo correspondia al hongo B. bassiana (Lord, 2005 y Steinhaus, 1956).

Los hongos entomopatdgenos constituyen el grupo de mayor importancia en el control
bioldgico de insectos plaga, encontrandose presentes en forma natural en el medio ambiente,
en el suelo, en restos de cultivos, sobre los cadaveres de insectos, obteniendo su nutricion de

otros organismos o de materia organica. Gomez H, et al., (2014).

Los hongos entomopatégenos poseen extrema importancia en el control de ectoparasitos;
virtualmente todos los ectoparasitos son susceptibles a las enfermedades fungosas y existen
aproximadamente 700 especies de hongos entomopatdgenos, de las cuales solo el 10 % se
usan para el control de insectos. Los hongos que han sido evaluados para el control de R.(B)
microplus son L. lecanii, C. bassianay M. anisopliae, los cuales han demostrado tener
potencialidad para el control de distintas fases de desarrollo de las garrapatas huevo, larva,
ninfa y adulto (Ojeda et al., 2011).

Lord (2005). Deduce que el M. anisopliae fue descrito a partir de las observaciones realizadas
por el entomologo ruso Eli Metchnikoff, a una enfermedad presentada por el “escarabajo de
los granos”. Entre 1879 y 1884, Metchnikoff junto a su discipulo Krassilstschik, fueron los
primeros en proponer el uso de microorganismos causantes de enfermedades en insectos,

como estrategia para el control de plagas en los cultivos agricolas.
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En 1974, el uso de organismos entomopatdgenos para el control de parasitos en el ganado
fue reportado en la Unidn Soviética, con preparaciones como Entobakterin y Dendrobacillin,
elaboradas a partir de esporas y endotoxinas de Bacillus thuringiensis, y Boverin, una

solucion de conidias del hongo B. bassiana (Abdigoudarzi, 2009).

Poseen una amplia distribucion geogréafica, rango de huésped y capacidad de causar brotes
enzodticos y epizodticos, Ademas, son relativamente sencillos de producir y formular. Sin
embargo, su eficacia se puede ver limitada, debido a que son dependientes de factores
medioambientales como la temperatura, humedad relativa y radiaciones ultra violeta (Alves
etal., 1998).

La especie posee cuatro variedades que forman un complejo: M. anisopliae var. anisopliae,
M. anisopliae var. majus. M. anisopliae var. acridum y M. anisopliae var. lepidiotae. Las
mismas se diferencian por el tamafio de sus conidios y por la especificidad de hospederos,
teniendo mayor espectro de hospederos M. anisopliae var. Anisopliae (Bischoff et al., 2009).
M. anisopliae es muy diverso genéticamente. Para llegar a la identificacion del mismo existen
claves micro y macro morfoldgicas (Brady 1979) como también técnicas mas precisas de

caracterizacion molecular (Ferndndez et al., 2010).

En un trabajo sobre caracterizacidn de especies de Metarhizium mencionan que las colonias
sembradas en medio PDA (Papa dextrosa agar) son aterciopeladas, miden >70 mm,
predominantemente de color verde oscuro, verde claro, blanco o marrén y la gran mayoria
de aislamientos presentaban un borde blanco de espesor variable (Fernandez et al., 2010).En
un comienzo son de color blanco y se tornan amarillentas durante el desarrollo de los conidios
para pasar a verde hacia los 10-14 dias, con la maduracion de los conidios. EI hongo M.
anisopliae también se desarrolla bien en SDA (Sabouraud dextrosa agar) (Bischoff et al.,
2009).

3.4.1 Taxonomia de los hongos entomopat6genos

Las especies mas importantes se distribuyen en las clases de los Zigomicetos (orden
Entomophthorales), Deuteromicetos (Hifomicetos) y Ascomicetos en particular los géneros
Cordyceps y Torrubiella originan micosis en diferentes taxones de Artrépodos, los
Deuteromicetos, en concreto los Hifomicetos, contienen el mayor nimero de especies

entomopatogenas. (Araujo E y Henrique E, 2008-2009; Gillespie y Moorhouse, 1989).
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Los hongos entomopatogenos, miembros de la clase Hifomicetos, se caracterizan porque
forman micelio que originan esporas asexuales denominadas conidias a partir de células
conidiogenas especializadas, formadas en hifas simples o ramificadas denominadas
conidioforos o en agrupamientos de conidioforos denominado synema, aunque algunas

especies pueden producir esporas de reposo denominados clamidosporas (Inglis et al., 2001).

En la clase de los Hifomicetos se encuentran una gran variedad de especies que se utilizan en
el control microbiano y presentan un amplio rango de insectos intermediarios que incluye
afidios, moscas blancas, trips, termitas, langostas, coledpteros, lepidépteros, dipteros,
himenopteros entre otros. Destacando los géneros de hongo mas importantes Aschersonia,
Beauveria, Hirsutella, Metarhizium, Nomuraea, Paecilomyces y Verticillium (Inglis et al.,
2001).

Zimmermann, (1993) y Webster et al., (2017) mencionan que, al existir una alta variabilidad
genética de hongos, hay numerosos aislados y cepas con diversos grados de virulencia,
especificidad, capacidad de conidiacion y resistencia. Por lo tanto, se deben realizar ensayos

para seleccionar la cepa mas virulenta contra el huésped especifico que queremos controlar.

Las condiciones ambientales Optimas para el desarrollo del hongo son principalmente la
temperatura, entre 25-30°C, ya que ésta es determinante en los tiempos de crecimiento,
esporulacion y germinacion; humedad relativa, entre 85 y 100% y la menor exposicion a
radiaciones UV-A y sobre todo a UV-B ya que los conidios son susceptibles a las mismas
(Fargues et al., 1997; Ouedraogo et al., 1997 y Carrillo, R y Blanco, A, 2009).

Su forma mas importante de dispersién son los conidios los cuales se adhieren al
exoesqueleto de sus huespedes comenzando asi la infeccion. La forma de contagio mas
comun es por contacto directo con el hongo, también existe la transmision horizontal, de un
individuo infectado a uno sano (Gutiérrez et al., 2016; Fargues et al., 1997; Ouedraogo et al.,
1997; y Carrillo, R. y Blanco, L, 2009;).

3.4.2  Modo de accion
El ciclo patogénico del hongo se divide en seis etapas que son: Adhesion de esporas,
penetracion, invasién, colonizacion, muerte y emergencia de estructuras del hongo sobre la
epicuticula (Ojeda et al., 2011).
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3.4.3  Adhesion de los conidios
Inicia al momento que los conidios se adhieren a la superficie del insecto, posterior a las 24h

de la infeccidn, iniciando de esta manera el hongo el proceso patogénico (Ojeda et al., 2011).

3.4.4  Penetracion
La principal via de penetracion se da a través del tegumento. Una vez que los conidios se
adhieren a la cuticula del artropodo, estos germinan y se forma un tubo germinativo que
invaden la cuticula, se forman estructuras denominadas apresorio y penetran la superficie de
la cuticula, en casos especiales, la penetracién también se da a través del aparato bucal,
orificio anal y genitales (Ojeda et al., 2011).

En combinacion de procesos fisicos y enzimaticos, el hongo tiene la capacidad para sintetizar
enzimas hidroliticas tales como proteasas, lipasas, amilasas y quitinasas, proceso gque ocurre
48h post infeccidn, la primera barrera para la penetracion es la epicuticula blanco potencial
para la accion de lipasas especificas (enzimas producidas por M. anisopliae) relacionadas
con la pre-penetracion y crecimiento en la cuticula del hospedero. Ademas, posee la proteina
quinasa A, importante para la diferenciacion de las estructuras apresoras, penetracion y
degradacion de la cuticula, adquisicion de nutrientes, regulacion de pH, sintesis de lipidos,

control del ciclo celular y del citoesqueleto. (Ojeda et al., 2011).

3.45 Invasion

A las 96h pos infeccion las hifas colonizan el huésped y emergen de la cuticula. Una vez
dentro del insecto, el hongo se disemina via hemolinfa y produce blastosporas y cuerpos
filamentosos de hifas que invaden el sistema inmune del hospedero y se multiplican
rdpidamente en los tejidos. Ademas, producen dos familias de toxinas que son las destruxinas
y las citocalasinas. De la primera familia se han aislado 14 toxinas, de las cuales las mas
comunes son: A, B, C, D, diesmetil-destruxina B y protodestruxina. En la segunda, se
encuentra la citocalasina A y D. La funcion de estas toxinas es inhibir el sistema
inmunologico del artropodo, causando su muerte, ademas tiene efecto sobre la fecundidad y
viabilidad de los huevos incubados. (Ojeda et al., 2011).
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3.4.6  Colonizacion
La colonizacion del hongo en los 6rganos del artropodo se produce en la siguiente secuencia:
cuerpos grasosos, sistema digestivo, tubos de malpigio, hipodermis, sistema nervioso,
musculos y traguea. Segun Ojeda et al., (2011). La penetracion del hongo en los érganos

ocurre al quinto dia pos infeccion invadiendo también los 6rganos reproductivo y digestivo.

3.4.7 Muerte
Esta se debe a las micotoxinas, cambios patologicos en el hemocele, accidn histolitica y
bloqueo mecanico del aparato digestivo, secundario al crecimiento de las hifas (Ojeda et al.,
2011).

3.4.8 Emergencia
Se produce después de la muerte del insecto y cuando las condiciones de humedad relativa
son adecuadas. La emergencia del micelio se realiza a través del tegumento, crece en la

superficie y esporula después de 48 a 60 h de la muerte del hospedero (Ojeda et al. 2011).

Los hongos tienen la ventaja de poder infectar estadios que no se alimentan, como los huevos.
Como desventaja, si el parésito esta mudando, la germinacion se perderd con la muda.
Generalmente invaden sitios con alta humedad local y poco esclerosados como espiraculos,
piezas bucales, o pliegues intersegméntales (Bittencourt et al., 1998 y Wang y St Leger,
2007).

Lemke, (1994). Al ser hemibiotrofos, logran continuar viviendo en el cadaver como
saprofitos, las hifas invaden drganos internos hasta agotar los nutrientes y luego, en
condiciones favorables, emergen y forman nuevamente las esporas las que podran

diseminarse por el ambiente para recomenzar el ciclo en otros individuos.

Se ha comprobado que las distintas poblaciones de garrapatas tienen una gran variacion en
cuanto a la susceptibilidad frente al hongo (Webster et al., 2017). Las garrapatas tienden a
ser naturalmente mas tolerantes a las infestaciones fungicas ya que se sabe que se requieren
mayores concentraciones de conidios para alcanzar la mortalidad y a su vez no existen

reportes de epizootias naturales (Angelo et al., 2010 y Fernandez et al., 2010).
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IV MATERIALES Y METODOS

4.1  Ubicacion geografica del area de  Fjg,ra 1. Area de ubicacién del estudio
estudio

La investigacion se realizdé en la
comunidad La Aurora, Kukra Rivers,
finca el Encanto municipio Bluefields-
RACCS. El Municipio esta ubicado entre
las coordenadas 12° 00" de latitud norte y

83° 45" de longitud oeste, durante el

periodo comprendido de enero — abril
2023. Fuente: Google maps

La comunidad limita al Norte con Mahagany, al Sur con Santo Tomas de Mazallon al Este
con Buenos Aire y al Oeste con Los limones. Esta comunidad se ubica a 45 km de la cabecera
municipal Bluefields y a 347 km de la ciudad capital Managua (Lanuza y Ruiz, 2019, p.1).

4.2 Descripcion de la finca

La Finca El encanto esta ubicado a 600 metros sur-este del poblado La Aurora Kukra Rivers
a una altura de 20 msnm, correspondiendo a la clasificacion de Bosque Muy Humedo
Tropical, con suelos que presentan acidez fuerte, aproximadamente entre 4,8 y 5,6 de pH. La
temperatura promedio anual es de 27 + 1 °C, variando desde los 24,7 °C en diciembre a los
29 °C en marzo, el régimen lluvioso se sitla entre 2,800 y 4,000 mm anuales, el promedio
anual es de 4,481 mm, con lluvias durante todo el afio y humedad Relativa Promedio Anual
esde  89% (Oca et al., 2008-2009, p.491).

4.3  Disefio metodologico
El estudio consistio en una investigacion experimental de campo, en la que se evaluo el efecto
de dos tipos de formulaciones del hongo M. anisopliae y B. bassiana, comparados con un

tratamiento quimico sintético, en el control de las garrapatas en ganado bovino bajo pastoreo.

4.3.1  Disefio experimental
Los bioensayos fueron establecidos a través de un disefio completamente aleatorizado

(DCA), con cinco tratamientos y diez repeticiones. La unidad experimental y unidad de
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observacién estuvo constituida por animales individuales, utilizando 10 animales para cada
tratamiento, para un total de 50 bovinos, que fueron seleccionados aleatoriamente de un hato
de 150 bovinos que posee la finca. Las razas que se utilizaron para los experimentos fueron:
Bos primigenius taurus (Holstein y pardo suizo), Bos primigenius indicus (Brahman y Gyr)

y cruces (Pardo-Brahman, Holstein-Brahman).

Los tratamientos evaluados consistieron en tres productos microbianos, dos a base del hongo
M. anisopliae, uno a base del hongo B. bassiana. Ademas, se utiliz6 un garrapaticida sintético
(Amitraz al 12.5%) como testigo relativo y un testigo absoluto en el que se utiliz6 agua.
(Cuadro 2).

Los bovinos fueron seleccionados de acuerdo a su edad, peso y raza, con el propdsito de
obtener grupos homogéneos. Fueron sometidos a un sistema de pastoreo, sin recibir

tratamiento acaricida por un periodo de 45 dias previos al experimento.

4.4  Tratamientos evaluados

Cuadro 2. Descripcion de los tratamientos evaluados

Tratamientos Producto Tipo de Ingrediente Concentracion
formulacién activo
1 M. anisopliae  Polvo mojable Conidios de M. 1x10’
anisopliae conidias/ml
2 M. anisopliae  Solucion liquida Conidios de M. 1x10’
anisopliae conidias/ml
3 Bovitraz EC Concentrado Amitraz 1ml/It de agua
12,5% emulsionable
4 B. bassiana Polvo mojable Conidios de B. 1x10’
bassiana conidias/ml
5 Agua - - 11t/100kg

Fuente: (Innovacion Agroveterinaria, 2019 y Oporta, 2017).

Los productos microbianos fueron obtenidos del laboratorio de hongos entomopatogenos de
la Universidad Nacional Agraria (UNA) y del Laboratorio de Biologia del CUR UNA
Juigalpa.
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4.4.1 Pasos para la aplicacion de los hongos

« Leer detenidamente la etiqueta del producto fabricado.

» Colocar la dosis recomendada (1gr/20It) en un recipiente con agua seis horas antes de
la aplicacion, agitarla cada cinco minutos cada dos horas para lograr una dilucion
homogénea y asi obtener una mejor activacion del hongo.

» Filtrar la solucidn de los hongos antes de depositarlo en la bomba.

» Debe aplicarse preferiblemente por la tarde, para aprovechar la temperatura optima
de la noche.

» Baiiar el ganado tomando en cuenta las dosis (11t/100kg).

e Guardar las normas basicas de seguridad, debido a que en algunos casos pueden

provocar reacciones alérgicas.

4.5 Fase de Campo

45.1  Aplicacion de los tratamientos
De manera previa a la aplicacién de los tratamientos, se separaron los bovinos en grupos de
10, en el embudo del corral, inmovilizando a estos con sogas de mecate y de esta manera

asegurar la integridad fisica del animal y del personal.

El ndmero inicial de garrapatas se determind, mediante un conteo de las teologinas que
presentaban una longitud mayor a 4 mm, para lo que se utilizé una regla milimétrica. Para
determinar el nimero total de garrapatas en los bovinos, se contaron las garrapatas presentes

en un lado del bovino y se multiplicé por dos (costado izquierdo y derecho).

Los tratamientos microbianos fueron aplicados en agua con Tween 80 al 0.1 %. La aplicacion
se realiz6 mediante bafio por aspersion, 1 litro de solucién por cada 100 kg de peso vivo del
animal, empleando una aspersora manual de espalda (bomba de mochila). Se realizaron seis
aplicaciones, con una frecuencia semanal durante el primer mes y quincenal durante el
segundo. El conteo de teologinas se realizd siete dias después de cada aplicacion de los
tratamientos, utilizando el mismo método empleado para el conteo inicial y asi determinar el

numero total de garrapatas en los grupos tratados de bovinos, para un total de siete muestreos.
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El Amitraz se aplico sin Tween ya que el amitraz no tiene una vida util a largo plazo en
mezclas con algunos agentes disolventes, que son Gptimos para otros agentes antiparasitarios
con los que se pueden combinar; por otra parte, el amitraz puede tener buenos resultados al
combinarlos con el disolvente xileno y actuar por si solo con un pH entre los 12 a 14 de
alcalinidad (Schleske 2011).

Para el grupo control (agua) se aplico de la misma forma que en los otros tratamientos, pero

usando unicamente agua a razon de uno litro de agua, por cada 100 kg/p. vivo.

4.6 Fase de laboratorio
En el laboratorio se determind el porcentaje de infeccion ocasionado por cada tratamiento
microbiano; para ello, 72 horas después de la aplicacion de los tratamientos, se desprendieron
cinco garrapatas adultas por cada bovino, para un total de 50 garrapatas de cada grupo. Las
garrapatas se llevaron al laboratorio, estas fueron desinfectadas superficialmente con
hipoclorito de sodio al 2% posteriormente se enjuagaron con agua destilada estéril, luego se
dejaron en incubacion en cdmara humeda, 90% de humedad y temperatura 24°C, durante un

periodo de 5 dias.

A los cinco dias después de la incubacion se determind el porcentaje de infeccidn en
garrapatas, realizando revision microscépica y macroscépica, de signos del hongo, en el
cuerpo de la garrapata, y se determind mediante la siguiente formula:

Numero de garrapatas con signos del hongo

Porcentaje de infeccion = Total de garrapatas x 100

4.7 Variables evaluadas
4.7.1  Numero de garrapatas antes del tratamiento
El nimero de garrapatas antes del tratamiento se determind por cada grupo tratamiento, grupo
control y testigo, realizando conteo de las garrapatas que presentaban una longitud mayor a

cuatro mm.
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4.7.2  Numero de garrapatas después del tratamiento
El nimero de garrapatas se determind realizando un conteo siete dias después de cada
aplicacion de los tratamientos, utilizando el mismo método que para el conteo pre-

tratamiento.

4.7.3 Eficacia de control y porcentaje de infeccion en garrapatas
El porcentaje de infeccion de las garrapatas se determind en el laboratorio, realizando
revision microscopica y macroscépica, del numero de garrapatas con los signos presente del
hongo y dividiendo entre el total de las garrapatas de cada grupo tratamiento y se multiplico
por 100.

4.8 Andlisis de datos
Los datos se organizaron en Microsoft Excel 2010, el nimero de garrapatas se sometio a una
prueba de normalidad de los datos, dado que los datos no se ajustaron a la distribucién
normal, posteriormente se realizé analisis de varianza de medidas repetidas, no paramétrico
mediante la prueba de Kruskall Wallis, la eficacia de control y porcentaje de infeccion se

analizaron de forma descriptiva.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Nuoumero de garrapatas antes del tratamiento

A pesar que no se trabajo con infestacion artificial, la poblacién inicial por grupo de
tratamiento fue bastante homogénea, excepto en el testigo donde el promedio de garrapatas

por animal fue mucho menor.

Cuadro 3. Poblacion inicial de garrapatas.

Tratamientos Garrapatas por Garrapatas/ por animal
tratamiento (No.)
(Promedio)
B. bassiana 1018 101.8
M. anisopliae en 994 99.4
aceite
M. anisopliae en agua 932 93.2
Amitraz 1122 112.2
Agua 452 45.2
Total 4518 90.36

La poblacién inicial de garrapatas fue relativamente alta en todos los tratamientos con un
promedio general de 90.36 garrapatas por animal. Como se puede ver en el cuadro 3 se
aprecia la carga poblacional de garrapatas por grupos de bovinos antes de los tratamientos,
en el grupo 1- B. bassiana, el promedio de garrapatas fue de 101.8 por animal. Para el grupo
2- M. anisopliae en aceite, el promedio fue de 99.4. Grupo 3- M. anisopliae en agua, obtuvo
un promedio de 93.2. El promedio encontrado en el grupo de amitraz fue de 112.2 y el grupo

testigo (agua) se encontro un promedio de 45.2 garrapatas por animal.

Existen varios parametros para definir el nivel de infestacion de garrapatas por animal, segun
Cantu y Garcia (2013), el nivel de infestacion varia de acuerdo a las razas y las condiciones
medioambientales; se considera que para la raza Bos indicus de 30 a 50 garrapatas por animal,
no representa dafos, mientras que en las razas Bos taurus estas cantidades de garrapatas
representa un nivel de infestacion que provocan bajos indices productivos y reproductivos,

generando perdidas economicas en los hatos ganaderos.
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De acuerdo a las condiciones ecoldgicas, existen niveles de infestacion de las garrapatas R.
(B) microplus donde se pueden considerar tres categorias, alta, que oscila entre 100 a 300
garrapatas por animal, media (50 a 100 garrapatas por animal) y baja (50 a menos garrapata
por animal) Cantl y Garcia (2013). De acuerdo a esta clasificacion, los niveles de infestacion
usados en esta investigacion, fueron medio para los tratamientos evaluados y bajos para el

testigo.

5.2 Poblacién de garrapatas despueés de la aplicacion de los tratamientos,
muestreos cada 7 dias
Cuadro 4. Poblacion de garrapatas después de la primera aplicacién de los tratamientos.

Tratamientos Promedio D.E. Medianas H P

B. bassiana 81.40 25.63 84.00 16.00 0.0030
M. anisopliae en aceite 91.80 38.46 83.00

M. anisopliae en agua 78.40 47.01 78.00

Amitraz 12.5% 37.80 23.06 32.00

Grupo Control (Agua) 53.20 20.57 53.00

En el primer muestreo post aplicacion, realizado siete dias después de la aplicacion, como se
observo en el cuadro 4 se presenta una reduccion en la poblacion de garrapatas, en todos los
tratamientos a excepcion del tratamiento testigo absoluto (agua), en donde se revelo un
incremento en la poblacion de garrapatas. El analisis de varianza de Kruskal-Wallis muestra
diferencias significativas (P= 0.003) entre los tratamientos. Al contrastar la poblacion inicial
de garrapatas antes del tratamiento 101.8 garrapatas, el tratamiento microbiano con mayor
efectividad en la primera semana después de la aplicacion fue B. bassiana, reduciendo a
81.40 garrapatas por animal. Disminuyendo la poblacién a 20.4 promedio de garrapatas,
equivalente a un 20% por animal. Estos resultados nos demuestran que los hongos son

eficaces para desarrollar enfermedades en la garrapata y disminuir su poblacion.

Resultados similares han sido reportados por Rodriguez-Alcocer et al., (2014) al aplicar
directamente los conidios del hongo M. anisopliae en bovinos, en una dosis de 1x108
conidios/ml, obteniendo en la primera semana después de la aplicacién un porcentaje de
control del 30.9 %.
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Por otro lado, Yari, (2018). realiz6 un estudio utilizando cinco tratamientos con B. bassiana
en diferentes concentraciones, demostrando que el hongo B. bassiana tiene mayor efecto en
el control de las garrapatas R. (B) microplus a partir del dia 7 post aplicacion en las dosis
empleadas B. bassiana 80g (1.2 x 107 conidias/ml.) B. bassiana 160g (2.4 x 10" conidias/ml.)
B. bassiana 240g (3.6 x 107 conidias/ml.), alcanzando hasta un 99% de eficacia.

En el cuadro 5 se observa que, a partir del segundo tratamiento la mayor eficacia, se registro
en el tercer tratamiento con M. anisopliae en agua, en el cual se obtuvo una disminucion
promedio de 23 garrapata por animal alcanzando un 40% en la efectividad. Asi mismo se
manifiesta que el tratamiento quimico Amitraz, disminuyo en un promedio de 29 garrapatas

por animal.
Cuadro 5. Poblacion de garrapatas después de la segunda aplicacién de los tratamientos

Tratamientos Promedio D.E. Medianas H P

B. bassiana 78.00 26.80 83.00 25.97 <0.0001
M. anisopliae en aceite 74.60 35.55 76.00

M. anisopliae en agua 55.40 34.44  56.00

Amitraz 12.5% 8.40 6.52 9.00

Grupo Control (Agua) 53.60 16.24  55.00

Resultados similares se observaron en un estudio realizado por Ldpez et al., (2009) al utilizar
M. anisopliae cepa 137bm a una concentracion de 1x108 conidias/ml. Se aplicé un litro de la
suspension de conidias por cada 100 kg de peso del animal y un grupo control que utilizo
solamente agua en la misma cantidad que el grupo tratado con el hongo. Después de las
aplicaciones de M. anisopliae cepa 137bm se percibié una disminucion del 75% en la
infestacion de garrapatas en los animales del grupo tratado, con diferencias estadisticamente
significativas, entre los datos, a partir de la tercera semana, presentandose en el grupo control

un aumento en la infestacion de garrapatas durante el mismo periodo.

Tofifio et al. (2017). obtuvo resultados similares utilizando B. bassiana (Baubassil®). En una
concentracion de 1x10° conidias/ml. El cual lo aplicaron una vez por semana durante cinco

semanas, donde obtuvieron una eficacia del 96.8% a partir de la quinta semana de aplicacion.
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Ferndndez, (2006). Encontrd resultados similares al utilizar B. bassiana (BAZAM®), a una
dosis de 2 L por animal con una solucion de 600 ppm (0.6 g/L), donde el modo de empleo
que utilizo fue de dos veces una semana, una vez cada semana y una vez cada dos semana.
Ademas, uso un grupo testigo de Amitraz a una dosis de un ml/L de agua, con un intervalo
de tiempo no menor a los quince dias. Donde obtuvo una eficacia del 73-95% en B. bassiana
(BAZAM®), y en el control Amitraz obtuvo una eficacia de un 89%.

Un estudio realizado en México sobre bovinos infestados de manera natural con garrapatas
hembras adultas de R.(B) microplus, demostré que aplicaciones acuosas reiteradas de M.
anisopliae (cepa Ma34) cada 15 dias a una concentracion de 1 x 108 conidios/ml, disminuye
la infestacion de garrapatas desde la segunda aplicacion del hongo, con una efectividad del
45%, ademas se evaluo la esporulacion del hongo en garrapatas infectadas en laboratorio,
obteniendo resultados del 91.1% (Diaz et al., 2007).

Cuadro 6. Poblacion de garrapatas después de la tercera aplicacion de los tratamientos

Tratamientos Promedio D.E. Medianas H P

B. bassiana 74.20 2541  75.00 24.50 0.0001
M. anisopliae en aceite 68.80 31.03 63.00

M. anisopliae en agua 55.40 32.61 75.00

Amitraz 12.5% 4.80 5.90 2.00

Grupo Control (Agua) 57.80 2159  60.00

En la tercera semana de aplicacion ver cuadro 6, siete dias pos tratamientos, el andlisis de
varianza muestra una reduccion en las poblaciones de garrapatas en el segundo tratamiento
con M. anisopliae en aceite, obteniendo una disminucién promedio de seis garrapatas por
animal, representando un 30% en la disminucion de las garrapatas. A diferencia de los otros
tratamientos que no se observé una disminucion significativa a excepto el grupo control que

presento un aumento en el promedio de cuatro garrapatas por animal.
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Estudio similar realizo Camargo et al., (2014) realizaron aplicaciones de M. anisopliae a una
concentracion de 1 x 108 conidios/ml junto con 10 % de aceite mineral sobre bovinos,
encontrando un mayor control sobre poblaciones de R.(B) microplus al reducirse el nimero
de garrapatas en los animales tratados, la eficacia oscilo de 19.20% al 67.39 % tres semanas
después de aplicados los tratamientos, ademas encontraron que la aplicacion del hongo en

mezcla con el aceite disminuye la eclosién porcentual y el indice de produccion de huevos.

Cuadro 7. Poblacion de garrapatas después de la cuarta aplicacion de los tratamientos

Tratamientos Promedio D.E. Medianas H P

B. bassiana 43.40 18.28 38.00 24.61 0.0001
M. anisopliae en aceite 50.60 17.10 48.00

M. anisopliae en agua 40.40 19.25 47.00

Amitraz 12.5% 4.20 5.20 2.00

Grupo Control (Agua) 56.00 14.91 59.00

Para la cuarta semana de aplicacion ver cuadro 7, se observd un mayor efecto en el
tratamiento B. bassiana, donde el promedio bajo significativamente en unas 31 garrapatas de
la carga parasitaria por animal, equivale a un 57.36% de efectividad en comparacion a la
tercera semana y la cuarta. En cambio, en el tratamiento quimico no se observd cambios

significativos.

Estudio similar realizado por Espinoza, (2005). utilizaron la cepa Zamorano de B. bassiana
(BAZAM) y cepa Yara de M. anisopliae (METAZAM) y un producto quimico Amitraz®
12.5%. Las aplicaciones fueron hechas con bombas manuales de 16 litros utilizando una
solucion de cuatro litros por animal. La dosis por bomba fue de 9.6 g de B. bassiana y M.
anisopliae asperjando aproximadamente 2.4 gr por animal, el producto quimico se utilizo

una dosis de 25 ml en una bomba de 16 litros y aplicando dos litros por animal.

Se experimentaron dos aplicaciones cada siete dias para los productos bioldgicos y una
aplicacion cada 21 dias para el producto quimico. Obteniendo una eficacia para B. bassiana
40.6%, M. anisopliae 46.9% y Amitraz 81%.

En otro estudio por Valbuena et al., (2007). Realizan una evaluacién de dos cepas formuladas

y no formuladas de B. bassiana 'y M. anisopliae. Las concentraciones de las cepas formuladas
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y no formuladas fueron ajustadas a una dosis 1x10® conidios /ml para la evaluacion en campo,
efectuandose una mortalidad corregida en las garrapatas de un 68% para el tratamiento con

la cepa formulada de M. anisopliae, mientras que, para la cepa formulada de B. bassiana fue

de 49% encontrandose diferencias estadisticamente significativas entre los dos tratamientos
(0=0.05, SWP, mostrando resultados similares en nuestro estudio con el tratamiento B.

bassiana bajo condiciones de campo.

5.3 Aplicacién de los tratamientos microbianos cada 15 dias
En el muestreo realizado después de la primera aplicacion, ver cuadro 8, se observd un
aumento en comparacion a los conteos realizados cada 7 dias, el tratamiento con Amitraz, se
observé un ligero aumento en la poblacién de garrapatas promedio por animal. En los
animales tratados con los agentes microbianos el numero de la poblacion no hubo aumentos

significativos en el promedio de las garrapatas.

Cuadro 8. Poblacion de garrapatas en tratamientos aplicados cada 15 dias

Tratamientos Promedio D.E. Medianas H P

B. bassiana 46.00 15.29 48.00 15.53 0.0037
M. anisopliae en aceite 49.40 20.13 56.00

M. anisopliae en agua 48.40 23.19 50.00

Amitraz 12.5% 17.40 17.74 14.00

Grupo Control (Agua) 57.40 16.19 57.00

En un estudio realizado por Fernandez J, (2006). Demuestra que los costos de control
bioldgico aumentan a medida que se aumenta la frecuencia de aplicacién, debido a la mayor
utilizacion de producto y de mano de obra para las aplicaciones. Por otro lado, en un estudio
realizado por Oporta-Lopez, (2017). concluye que las concentraciones mayores ocasionaron
mayor mortalidad de teleoginas de R. microplus. Es recomendable realizar aplicaciones de
garrapaticidas, Unicamente cuando el nimero de garrapatas sobrepasen el umbral econémico
(Oporta-Lopez, 2023).
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Segun el analisis de Kruskal-Wallis, los tratamientos aplicados en la quinta semana, cada 15
dias pos tratamiento, ver cuadro 9. Se observa una reduccion en las poblaciones de las
garrapatas, en todos los tratamientos a excepcion del grupo control (agua), en donde se
presentod un aumento de 45.58 % de la poblacion de garrapatas. El tratamiento microbiano
con mayor efecto en la reduccion de poblacion de garrapatas fue M. anisopliae en aceite,
obteniendo una reduccion del 61.77 % de la poblacion de garrapatas. El tratamiento quimico
Amitraz, redujo la poblacidn de garrapatas en 95.72%.

Cuadro 9.Poblacidén de garrapatas en bovinos, después de la quinta aplicacién de
tratamientos en intervalos de 15 dias

Tratamientos Promedi Promedio Reduccié D.E. Medianas H P
odeg/a. deg/a n de de g/a
(A.T) (F.T) infestacio (F.T)
n (%)
B. bassiana 101.8 40.40 60.31 14.29 41.00 30. <
02 0.0
001
M. anisopliae  99.4 38.00 61.77 15.52 40.00
en aceite
M. anisopliae ~ 93.2 43.20 53.65 22.26 44.00
en agua
Amitraz 12.5% 112.2 4.80 95.72 7.19 0.00
Grupo Control  45.2 65.80 -45.58 15.73 65.00
(Agua)

Leyenda: (A.T) Antes del tratamiento (F.T) Finalizado el tratamiento. EI P valor,
correspondiente a Promedios y medianas de (F.T).

De esta manera, en nuestro estudio se demuestra que el producto quimico se puede utilizar
en el control integral de garrapatas, ya que estas aun no han creado resistencia, estudio similar
se ha reportado por (Espinoza 2005). El control quimico de garrapatas mediante la utilizacion
de productos acaricidas, supone una correcta manipulacion, y preparacion de la solucion
acaricidas, para evitar posibles fendbmenos de resistencia por parte del ectoparésito. La
condicion innata de las garrapatas a desarrollar resistencia a los acaricidas se debe al uso

indiscriminado de éstos (Aguilar et al., 2009).

27



Segun Valbuena et al., (2007), existen otras desventajas diferentes a la generacion de
resistencia por parte de las garrapatas, como el rapido incremento de los costos, la
contaminacion ambiental, especialmente de las fuentes de agua por el mal manejo de los

productos y la contaminacion residual de la carne y la leche.

Asi mismo se obtuvo resultado satisfactorio con M. anisopliae formulacion en aceite, ya que

el aceite mineral o vegetal favorece la virulencia e incluso aumenta la eficacia de los hongos

entomopatogenos contra las garrapatas protegiendo a los conidios de condiciones
ambientales desfavorables, promoviendo asi una mayor adhesion de los conidios a la

superficie del artropodo (Camargo et al., 2014).

5.4 Fluctuacion de la poblacion de garrapatas antes y después de los
tratamientos.
Los tratamientos en base a hongos entomopatdgenos fueron eficaces para reducir la
poblacion de garrapatas, ver figura 2. En los tratamientos Ma-Ac, Beauv y Ma-Ag, se registro
una reduccion entre el 53.65 y 61.77 % de la poblacién de garrapatas, a los 28 dias después
de la aplicacion y hasta concluir el experimento a los 58 dias, en contraste con la poblacion
inicial de garrapatas. Resulta interesante el generar un programa de manejo integrado de
garrapatas incorporando hongos entomopat6genos. En contraste con el grupo control donde
Unicamente se aplicd agua, el incremento en la poblacién de garrapatas al finalizar el

experimento fue de 45.58%.

Cabe resaltar que los animales en tratamiento se mantuvieron sanos durante todo el
experimento, no se observé ningin cambio fisico, conductual o fisiolégico que pudiera

interpretarse como una reaccion adversa al tratamiento.
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Figura 2. Fluctuacion de la poblacién de garrapatas antes y después de los tratamientos

Resultados similares se han encontrado en estudios realizados en paises como Brasil, Barbieri
et. al (2023), México, Alonzo y Fernandez (2021), Honduras, Espinoza (2005) y Colombia,
Tofifo et al., (2017). Rodriguez et al., (2014). Realizaron un estudio en México, en el que
evaluaron la eficacia del hongo M. anisopliae, cepas (Mal4+Ma34), para el control de la
garrapata comun del bovino. Formaron dos grupos de diez bovinos. El tratamiento se aplico

cuatro veces, cada 14 dias. Obteniendo un 30.9% a 87.7% de efectividad.

En el tratamiento con B. bassiana formulacion polvo se encontro disminucion de la poblacion
de garrapatas en mayor al 60%, en comparacion con la poblacion inicial. Estos resultados se
han reportado por otros investigadores, como es el caso Duran y Pensamiento (2018), quienes
evaluaron cinco tratamientos entre ellos tres agentes entomopatdgenos: B. bassiana
(BAZAM®), M. anisopliae (METAZAM®), Heterorhabditis bacteriophora, una
combinacion de B. bassiana M. anisopliae y un tratamiento quimico (Overtraz®).
Obteniendo como resultado que los tratamientos entomopatdgenos son una alternativa para
el control de la garrapata, siendo mas efectivo la combinacion de los hongos en un 95 %,
aplicandolo repetidamente, mientras que el tratamiento quimico es efectivo en un tiempo mas

corto en el control de la garrapata.
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De esta manera podemos sefialar que los hongos entomopat6genos son de gran importancia
por su capacidad natural para regular las poblaciones de artropodos, la cual depende de la
susceptibilidad del hospedero o de la asociacion patégeno-hospedero (Bustillo, 2001). Para
que la manifestacion epizodtica de los hongos entomopatdgenos tenga lugar, los factores

bioticos y abidticos tienen una enorme influencia (Bustillo, 2001).

Entre los factores abioticos que afectan la viabilidad y la persistencia de los hongos, en el
campo se encuentran los rayos ultravioletas, temperatura, humedad relativa y los funguicidas
(Bustillo, 2001).

La susceptibilidad en los hospederos se relaciona con los nutrimentos presentes en los
artropodos. Las esporas de los entomopatégenos tienen requerimientos especificos de agua
y temperatura, asi como de otros factores ambientales que en conjunto funcionan como
inductores para la activacion de receptores presentes en el patdgeno y que les permiten llevar

a cabo el proceso infectivo sobre el hospedero (Bustillo, 2001).

Los resultados con el garrapaticida Amitraz fueron positivos para el control de la garrapata
en bovinos, ya que la reduccidn de la poblacién de garrapatas fue mayor al 90%. Indicando
que las garrapatas todavia no han generado resistencia a dicho garrapaticida, y perfectamente
se debe incluir en un programa de manejo integrado de garrapatas tomando en cuenta las
recomendaciones brindadas por el fabricante. Sin embargo, investigadores en México, Brasil,
Argentina, han reportado resistencia de garrapata R.(B) microplus a este garrapaticida.
Ademas, que se ha reportado que en algunos lugares todavia este garrapaticida sigue siendo
eficaz tal y como ocurri6 en nuestro experimento. Aguilar et al., (2009); Araque et al., (2014);
Bravo et al., (2008); Rojas y Portal (2013); Rodriguez et al., (2014) y Soberanes et al., (2022).

Lazo y Mejia (2009). Realizaron un estudio con la finalidad de analizar la efectividad de dos
acaricidas: Bovitraz (Amitraz) y Butox (Deltametrina) en el departamento de Chontales,
Nicaragua, obtuvieron una efectividad sobre las garrapatas del 81% para Amitraz, mientras
que para el Deltametrina el 26%. Fattah y Kholany, (2005). Evaluaron los efectos de amitraz,
diazindn y deltametrina, en el control de garrapatas. En el cual se demostré que el amitraz es

eficaz en un 100%, a partir del quinto dia de aplicacién del tratamiento.
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5.5 Porcentaje de Infeccidn por hongos en garrapatas
Las garrapatas extraidas directamente del bovino fueron transportadas al laboratorio de
Biologia del CUR UNA Juigalpa, tres dias después de colectadas, este tiempo de demora,

sucedio por la lejania entre la finca experimental y el laboratorio.

Unicamente en el tratamiento B. bassiana y M. anisopliae en agua fue posible encontrar 3 y
1 espécimen colonizados por hongos ver figura 3. En Ma.Ac los especimenes en su mayoria
murieron, se observaron melanizados, pero no presentaron signos externos de colonizacion
fangica, al respecto los hongos pueden matar al hospedero directamente por la produccion
de toxinas y la melanizacion ocurre como una respuesta inmunitaria al momento de la
infeccion. Ver anexos. En los tratamientos con hongos ocurrié la muerte de las garrapatas
incubadas y la ovoposicion disminuyo considerablemente, al respecto Oporta-Lépez (2017);
Oporta-Lopez, (2022) encontro resultados similares al inocular adultos de R. microplus con
hongos entomopatdgenos, sin signos visibles, pero con estructuras fungicas levaduriforme e

hifas que invadian el hemocele, intestino y ovario de la garrapata.

Ademas, en algunos casos se encontraron insectos de la orden diptera alimentandose
internamente de las garrapatas, lo que implica que pudo existir cierta contaminacion al
momento de la colecta. En cuanto a las garrapatas del grupo control, estas realizaron

ovoposicion y murieron luego de dias de iniciada la ovoposicion. Ver anexos 1.

5.6 Ventajasy desventajas de los hongos entomopatogenos

e Esunaalternativa eficiente de manejo de las plagas, si se usan adecuadamente puede
ser tan eficiente como cualquier otro insecticida, no deja residuos, por lo tanto, genera
confianza en los consumidores.

e Al ser productos elaborados a base de un organismo vivo (Natural), no sintético, no
contamina el medio ambiente, no afectan la salud humana, ni de los animales
domésticos, reduciendo los riesgos de intoxicaciones.

e Los costos pueden resultar més bajos, tanto para el pais como para los usuarios,
debido a que si se usan correctamente se puede requerir de menor numero de

aplicaciones, ya que el hongo puede volverse patdégeno en el medio para los insectos
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e infectarlos por contacto directo. Ademas, que no se requiere de inversién de divisas
por que pueden ser producidos localmente.

Una de las desventajas de los hongos entomopatdgenos es el tiempo de aplicacion
debe ser continuo por tiempo prolongado y son sensible a las altas temperaturas
ambientales.

Por ser un microorganismo Vvivo su efecto en la garrapata es paulatino debido a su
fase infectiva que el hongo realiza en la garrapata.

Al ser un producto nuevo en el mercado el sector ganadero es de dificil aceptacion.
El control quimico seguira teniendo impacto en el control de las garrapatas, debemos
tomar en cuenta las recomendaciones proporcionadas por los fabricantes para que
estos sean eficientes en el control de los parasitos extérnenos y respetar el tiempo de

retiro de la leche y carne, para evitar problemas de salud.
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VI. CONCLUSIONES
El uso de hongos entomopatdgenos representa una alternativa en el manejo y control de las
garrapatas R. (B) microplus en bovinos, reduciendo asi el uso de quimicos perjudiciales para

el medio ambiente y el ser humano.

El efecto de los hongos entomopatdgenos depende de factores como rayos ultravioletas,

temperatura, pH del agua, las buenas practicas de manejo de los materiales y equipo.

La disminucion del nimero de garrapatas en la fica el Encanto en el ganado, mediante el uso
de hongos entomopatogenos M. anisopliae y B. bassiana bajo condiciones de campo en una

concentracion de 1x107 se logré una disminucion del 60% en la poblacion de garrapatas.

El garrapaticida Amitraz alcanzé entre 95 y 98 % de control de la garrapata en bovinos. Esto

indica que las garrapatas, aun no han desarrollado resistencia al amitraz.

La efectividad de los tratamientos a base de M. anisopliae y B. bassiana depende de la

prolongacion de su uso.

Para el caso de nuestro estudio podemos asegurar que al utilizar una menor concentracion de
esporas en los hongos los resultados se observan de manera mas pausada en el control de la
garrapata, por tal razon las aplicaciones deben de prologarse por mas tiempo.

A mayor concentracion de esporas contenidas en los hongos se obtiene una mayor efectividad
en el control de garrapatas, lo cual es relativo a los costos de adquisicion.
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VIl. RECOMENDACIONES
Tomando en consideracion esta experiencia cientifica, deducimos que es de vital importancia
continuar con estudios donde no sélo se consideren aspectos propios de este microrganismo

entomopatogeno si no también factores que limitan su accion bajo condiciones natural.

Proporcionar altas formulaciones en condiciones de campo y realizar aplicaciones por tiempo

prolongado se pueden obtener mejores resultados.

A partir de este estudio es importante continuar realizando experimentos basados en la
efectividad biologica de manera integral en donde no solo sea aplicable en animales sino
también a los sistemas de pastos, con miras a hacer aportes significativos en el sector

pecuario.

Al momento de seleccionar los animales para un estudio es importante realizar grupos
homogéneos, tomando en cuenta los diferentes tipos de raza y peso del animal, para asi

obtener mejores resultados al momento de aplicar los tratamientos.

Se recomienda al sector agropecuario que la aplicacion se debe hacer de manera constante
para lograr su efectivad, ya que el ciclo de actuacion del tratamiento no se da de manera

inmediata.

A productores y ganaderos se recomienda utilizar el tratamiento tomando en cuenta los pasos
que sugiere el manual de Manejo de garrapatas en bovino, manejo quimico y bioldgico de la
Universidad Nacional Agraria (UNA) sede Juigalpa para obtener mejores resultados en el

control de la garrapata.
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IX. ANEXO

Anexo 1. Garrapata infectada e incubacion.

Fuente propia. Garrapatas colectadas de bovinos, con signos de hongos entomopatégenos 5
dias después de la incubacién en camara humeda. A). Garrapata colonizada por B.bassiana,
se observan huevos infectados y oviposicién incompleta. B). Garrapatas que presentan
melanizacion y muerte por M. anisopliae en aceite.

Anexo 2. Seleccion del hato a estudiar en grupos de 10 en la finca el
Encanto en la comunidad la Aurora Kukra Rivers RAACS.

TR
ey —

Fuente Propia: Finca el encanto, Bluefields
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Anexo 3. Conteo de garrapatas antes de los Anexo 4. Vaca infestada por garrapatas de
tratamientos. forma natural.

Fuente Propia: Finca el encanto,

Bluefields Fuente Propia: Finca el encanto,

Bluefields

Anexo 6. Aplicacion de los

Anexo 5. Preparacién de los i
tratamientos.

tratamientos.

Fuente Propia: Finca el encanto, Fuente Propia: Finca el encanto,
Bluefields Bluefields
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Anexo 8. Preparacion y recolecta de Anexo 7. Conteo de garrapatas
las garrapatas en el laboratorio. post tratamientos.

Fuente Propia: Finca el encanto,
Bluefields

Fuente Propia: Finca el encanto,

Anexo 9. Preparacion de los Bluefields
materiales en el laboratorio.

Anexo 10. Observacion de las
garrapatas en el microscopio.

Fuente Propia: Finca el encanto,
Bluefields.

Fuente Propia: Finca el encanto,
Bluefields
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Anexo 12. Incubacion de las garrapatas en Anexo 11. Garrapatas infectadas con los
el laboratorio UNA Juigalpa. tratamientos.

Fuente Propia: Finca el encanto,
Bluefields Bluefields

Fuente Propia: Finca el encanto,

Anexo 13. Ciclo biologico de Las garrapatas

Partenoginas Sod _Dilrsr;s a16
Dias 172 18 % "& i i

Neandros Dias9 a 14

Dias10a 11
W

S -‘fﬁ
\ Ninfas
i)
LR RS

/ Dias5a8
Dias 202 52 \ -y / Meta larvas
il 8 Dias3a4
/ N

Teleoginas.
Dias19a28

Ovigeras

Larvas
Dias1ad
Huevos
30a 70 dias en el pasto

Fuente: Ciclo biologico de las garrapatas
Rhipicephalus microplus [fotografia], Soluvet,
SA, 2021.
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Universidad Nacional Agraria
Hoja de muestreo de garrapatas

Finca: EL ENCANTO Fecha: 12/01/23
Tratamiento Animal No. de garrapatas Observaciones
pimienta 208 No se observo alteraciones en las vias
la guatusa 72 respiratorias.
la coneja 126
la avispa 66 Darios en la piel a causa de la infestacion
B. bassiana la oropéndola 102 de garrapatas.
ardilla 108
milagro 134
currita 34
la violina 126
la caitona 42
Tigra 180 No se observO alteraciones en las vias
Cangreja 100 respiratorias.
Sardina 96
Garrapata 50 Dafios en la piel a causa de la infestacion
M.anisopliae en | pulga 38 de garrapatas.
Agua Pintura 70
Muneca 34
Sucia 110
Tetona 176
Extranjera 78
Garza 62 No se observo alteraciones en las vias
Pinta 92 respiratorias.
Maruleta 44
Urraca 82 Dafios en la piel a causa de la infestacion
M.anisopliae en | Lechuza 60 de garrapatas.
Aceite Empanada 112
cola blanca 94
Osita 84
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Bicicleta 180

Pichela 184

Tijula 78 No se observo alteraciones en las vias

Zopilota 88 respiratorias.

Sanata 168

Aguja 300 Dafios en la piel a causa de la infestacion
Amitraz Ladrona 142 de garrapatas.

Toronjita 40

Noca 114

Chocolata 104

Cachito 36

Cantarito 52

Gaviota 70 No se observd alteraciones en las vias

Perica 30 respiratorias.

Felipa 54

Giganta 36 Darios en la piel a causa de la infestacion
Testigo Coqueta 28 de garrapatas.

Pujagua 46

Nalgona 30

Mufiequita 48

Servanda 52

Conga 58
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