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RESUMEN

La necesidad de métodos mas seguros y menos agresivos para el medio ambiente, ha estimulado la busqueda
de nuevo productos de control de hongos entomopatdgenos. Asi se evalud la efectividad de la Beauveria
bassiana en el control del Boophilus microplus in vitro, provincia de Tambopata (Madre de Dios, Peru). El
estudio se realiz6 en setiembre del 2015 a julio del 2016, mediante la seleccién de garrapatas adultas de los
cuatro establos, se colecto 400 garrapatas, se estimé la dosis letal media (DL50) en laboratorio de
parasitologia — MVZ - UNAMAD. A través de un disefio completo al azar (DCA) la fase in vitro se aplicaron
431, 120, 56, 46, 32,18, 11, 9 y 2 conidias/ml 9 tratamientos y un testigo, con 4 repeticiones Beauveria bassiana
aplicadas a garrapatas adultas, se determind el tiempo de accién y mortalidad de garrapatas in vitro. Se analizé
estadisticamente con analisis de varianza ANVA. En los resultados la cepa Beauveria bassiana tiene una
dosis letal media (DLso) de 431 ppm (4.31x10? conidias/mL) para control de Boophilus microplus, se afirma
con un 99% de certeza podemos afirmar que la dosis de 120 C/gr, 56 C/gr, 9 C/gr y 46 C/gr de Beauveria
bassiana, producen mayor mortalidad de Boophilus microplus en condiciones de laboratorio, Se concluye que
los tratamientos 2, 3, 8 y 4 producen mayor mortalidad en vitro.

Palabras clave: control biolégico, Beauveria bassiana, Boophilus microplus, Tambopata, Madre de Dios, Perq.
ABSTRACT

The need for safer and less aggressive to the environment, methods has stimulated the search for new control
products entomopathogenic fungi. So the effectiveness of Beauveria bassiana in the control of Boophilus
microplus in vitro province of Tambopata (Madre de Dios, Peru) was evaluated. The study was conducted in
September 2015 to July 2016, by selecting adult ticks of the four stables, 400 ticks were collected, and the
median lethal dose (DL50) was estimated parasitology laboratory - MVZ-UNAMAD. Through a complete
random design (DCA) in vitro phase 431, 120, 56, 46, 32,18, 11, 9 and 2 conidia/ ml and a witness 9 treatments
with 4 repetitions Beauveria bassiana applied to ticks were applied adult, time of action and in vitro tick mortality
was determined. It was statistically analyzed with analysis of variance ANOVA. In the results the strain
Beauveria bassiana has a median lethal dose (LD50) of 431 ppm (4.31 x 102 conidia / mL) for controlling
Boophilus microplus, it states with 99% certainty we can say that the dose of 120C/gr56 C/g,9 C/g and
46 C / g Beauveria bassiana, produce increased mortality of Boophilus microplus in laboratory conditions. It
concludes that treatments 2, 3, 8 and 4 produce higher mortality in vitro.

Key words: biologic control, Beauveria bassiana, Boophilus microplus, Tambopata, Madre de Dios, Peru.
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Control Bioldgico de Garrapatas (Boophilus microplus) con el uso de Hongos Entomopatdgenos (Beauveria bassiana).

INTRODUCCION

Las garrapatas y las enfermedades que transmiten,
representan uno de los principales problemas que
afectan a la ganaderia bovina a nivel mundial (Polar
et al. 2005). Ademas la disminucion de la calidad
de los cueros. La picadura de la garrapata y estos
" cueros picados" tienen precios 25% menores a los
cueros sanos. (INTA 2001)

Se considera que en el mundo las garrapatas son
los parasitos externos que mas pérdidas
econdmicas ocasionan en la produccion ganadera.
De la disminuciéon de la produccion de bovinos
infectados. En Australia y México se han hecho
estimaciones de pérdidas de peso de hasta 50 kg/
animal/ afio en zonas infectadas y una disminucion
de la produccion de leche del 15%.

Se calcula que cada garrapata adulta succiona de
2 a 3 ml de sangre durante su vida parasitaria (con
50 garrapatas adultas que se desprenden por dia,
el bovino pierde 1,5 | de sangre/mes.) (Cetra 2001).

Son un grupo de parasitos artropodos hematéfagos
causantes de una enfermedad parasitaria
(Babesiosis o piroplasmosis y Anaplasmosis)
externa que afecta a los bovinos en todas sus
edades, causandoles una anemia perjudicial para
la produccion de leche y carne, irritacion y malestar
(Drugueri, 2004)

El principal método de control de las garrapatas es
la aplicacion de acaricidas quimicos, sin embargo,
el uso frecuente e indiscriminado de estos
productos puede favorecer el desarrollo de cepas
de garrapatas resistentes a los acaricidas y tener
efectos secundarios sobre el medio ambiente asi
como influir en la presencia de residuos quimicos
en los alimentos de origen animal (Fernandez et al.
2008)

Los métodos de control quimico traen consigo
peligros para la salud de las personas, de los
animales y del ambiente, lo que abre paso a
métodos alternativos de control.

Por otro lado el control biolégico de Boophilus
microplus, mediante el wuso de hongos
entomopatdgenos, ha sido sugerido por diversos
investigadores como una de las alternativas con
mayor futuro para el control de las garrapatas en
los bovinos (Fernandez et al. 2004)

Dentro de estos el hongo Beauveria bassiana ha
mostrado mayor patogenicidad contra Boophilus
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microplus bajo condiciones de laboratorio y el
campo (Ojeda, 2007)

Beauveria bassiana es un controlador biologico
efectivo de muchas plagas, entre ellas las
garrapatas y no tiene los problemas asociados con
el uso de productos quimicos.

Se estudié la susceptibilidad de garrapatas al
hongo entomopatégeno B. bassiana en
condiciones de Ilaboratorio. Las pruebas de
laboratorio se llevaran a cabo con garrapatas
adultas no tratadas con acaricidas obtenidas de
animales infectados

Este trabajo nos brindé informaciéon sobre la
concentracion letal media adecuada para controlar
el problema de ectoparasitos Boophilus
microplus in vitro presente en bovinos de tropico,
ademas el resultado del tiempo de accién de la
Beauveria bassiana sobre el control de
Boophilus microplus.

Los beneficiarios son los pequefios, medianos y
grandes productores de bovinos en el sistema
extensivo en el departamento de Madre de Dios.

La necesidad de encontrar nuevas opciones y
alternativas de lucha, que eliminen el caracter
toxico de las formas tradicionales y permitan un uso
racional de los acaricidas quimicos para lograr
menos dafios directos y colaterales a la produccion
y el medio ambiente. (Parra et al. 2002).

MATERIALES Y METODOS

El lugar de estudio fue en el distrito de
Tambopata, provincia de Tambopata, en el
departamento de Madre de Dios, ubicado en la
amazonia sur del Peru entre las coordenadas de
altitud: 186 m.s.n.m, latitud sur: 120 35 367,
longitud oeste: 69010’ 36”, con una temperatura
ambiental y precipitaciones anuales promedio de
24 °C y 2200 mm, con una area de 22 218,561
km2, El estudio se realizard en los meses de
setiembre 2015 a agosto del 2016.

La muestra estuvo conformada por 400
garrapatas Boophilus Microplus recolectadas
de 4 establos, las cuales se identificaron en
laboratorio y se realiz6 la inoculacién con hongos
entomopatégenos Beauveria bassiana.
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Metodologia

Diseiio completo al azar (DCA o DCR).
Para la ejecucion del experimento se colectaron
400 garrapatas adultas, las cuales se
distribuyeron de 10 en 10 en cada placa Petri en
nueve concentraciones distintas y un testigo, las
concentraciones aplicadas las hallamos con la
linea base teniendo en cuenta el producto
comercial a usar.

a) coleccion de garrapatas:
Se realiz6 la colecta de 400 garrapatas adultas
al momento del ordefio de las vacas, de los 4
establos de la zona de estudio, estas fueron
colocadas dentro de frascos de plastico
herméticos y algodén humedecido adecuado
para su transporte y en el laboratorio se procedié
a la identificacion de las garrapatas del genero
Boophilus microplus utilizando las claves
taxonémicas recopiladas por (Garcia 2011 y
Bazan 2002) Anexo 2. Se desinfectaron con una
solucién de hipoclorito de sodio al 0.1%
sumergiéndolas por un minuto y se colocaron en
una hoja de papel toalla para retirar el exceso de
humedad (esto se realiz6 con la finalidad de
retirar cualquier resto de algun producto quimico
gue nos pueda dar un falso positivo)

b) Viabilidad de las esporas:
la viabilidad de un producto es la medida de la
cantidad de unidades infectivas (conidios o
esporas) que tiene la capacidad de germinary se
expresa en porcentajes y el estandar
recomendado para la utilizacion de hongos
entomopatégenos como agentes de control
microbiano es una viabilidad > 90%.
Las esporas o conidios de los hongos
entomopatégenos son entidades vivas, por lo
gue su viabilidad o proporcion de conidios vivos
disminuye con el tiempo, dependiendo de las
condiciones en las cuales son almacenados lo
cual se recomienda sea a 4 °C, la prueba se
realizé a diferentes intervalos de tiempo durante
el periodo de almacenamiento (Alatorre, 2009).
Para evaluar la viabilidad de las esporas o el
porcentaje de germinacién se realizé la siguiente
metodologia:

v’ Se prepararon placas Petri de 60 mm de
diametro con medio de cultivo Agar Dextrosa
Sabouraud (ADS), se agreg6 12 a 15 ml del
medio de cultivo.

v Se prepar6 en una suspension de
2.6X108conidios/ml de espora se agito hasta
obtener una suspensiébn homogénea. Se
realizaron diluciones, tomando 1 ml de la
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solucion de esporas y se colocaron en un frasco
con 9 ml Tween 20 al 0.03 %.

v' Se colocaron en 50 pl de solucion de esporas en
cinco puntos de la placa Petri con ADS, evitando
que queden cerca de los bordes.

v' Se Incubo en la placa petri previamente
inoculada con el hongo a 27 +1 °C por 12 a 24 h.

Posteriormente se observd con el microscopio
Optico en el objetivo 40X. Se agregd una gota de
lactofenol azul con un algodén para parar el
desarrollo de las conidias y se contaron las
esporas germinadas y no germinadas; el criterio
a considerar un conidio como germinado es que
Su tubo germinativo sea igual o mayor que el
tamafio del conidio (Alatorre, 2009). Se contd un
total de 8 placas por aislamiento dando un total
16 placas evaluadas.

Posteriormente se realizé un promedio y se
calculé el porcentaje de germinaciéon con la
siguiente formula. Se realiz6 esta prueba a los 6,
12,18 y 24 horas.

Formula: a/ (a+b) x 100 = %germinacion
Doénde:

a = conidios germinados

b = conidios no germinados.

Cuadro 01: conidios germinados Yy ho
germinados evaluados en 6, 12,18 y 24 horas.

pruebas a horas germinados no germinados

6 12 5

12 23 3

18 35 2

24 47 1
suma 117 11
promedio 29.25 2.75

Fuente: elaboracion propia 2016.

. ., 29.25
% germinacion = T9951275

% germinacion = 91.4%

x100

c) Establecimiento de linea base.
De las cepas aisladas de Beauveria bassiana se
realizaron nueve concentraciones de esporas
para evaluar la virulencia de la garrapata, para
ello se realiz6 una solucion de esporas, se realizd
la contabilizaciéon de conidias en la camara de
Neubauer, donde se obtuvo una concentracion
de 431 conidios/ml a partir de esta concentracion
obtenida, se realizaron las diluciones de esporas
en donde se obtuvo la concentraciones
requeridas para hallar nuestra DL so.
Se prepararon nueve dosis diferentes de cada
cepa de Beauveria bassiana en escala
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logaritmica, un testigo que consisti6 en agua
destilada  estéril .Las conidias/ml, que se
evaluaron por cepa de acuerdo al conteo que se
realiz6 a la solucién del producto de SENASA.
(Considerados las recomendaciones de lo
realizado de bioensayos con entomopatdgenos)

Se obtuvo la dosis que regueriremos,
preparamos una solucion madre 400 ml; a
continuacion se tomaron 111 ml de esta solucién
gue se mezclara con 182ml. de agua estéril para
obtener 400 ml. de solucion que tuvo a una
concentracion menor a la solucion madre y se
procedié de la misma manera hasta obtener la
menor concentracion y (9 concentraciones y un
testigo con agua estéril) (Fernandez 2006)

Con cada una de las diluciones obtenidos se
procedi6 a inocular y acomodar las garrapatas en
los frascos con tapa de gasa con temperatura
ambiente, con 4 repeticiones por cada
concentracion utilizados un total de 400
garrapatas.

d) Inoculacion:
Se realizaron por inmersion de las garrapatas
durante 10 minutos en el inoculo preparado. Se
colocaron una cantidad suficiente de garrapatas

en un tubo de ensayo vacio y se rellen6 con el
inoculo. Al cabo de 10 minutos se vacio el inoculo
junto con las garrapatas en un vaso vacio con
una gaza estéril de modo que escurriera el agua,
seguidamente se colocaron en papel toalla para
absorber la humedad. Seguidamente, las
garrapatas se colocaron en cdmaras humedas,
preparadas con placas Petri con un trocito de
algod6n humedo en la estufa a t° ambiente.

Se colocaron 10 garrapatas en cada placa Petri
y se sell6 con parafim para mantener la
humedad, cada camara es una repeticion. Se
realizaron cuatro repeticiones por cada
concentracion de cada cepa mas el testigo
usando 400 garrapatas. Segun la metodologia
descrita por Fernandez 2006)

e) Dosis diagnéstica

Se estim6 la DL50 se procedi6 a realizar una
prueba de la concentracion obtenida. Se realiz6
04 repeticiones del tratamiento con sus
respectivas 04 repeticiones del testigo. La
inoculacioén y el ordenamiento de las garrapatas
se realizaron siguiendo los  mismos
procedimientos descritos anteriormente;
utilizando un total de 400 garrapatas.

Actividades de Laboratorio

Foto 1.
Capacitacion por el laboratorio control biolégico
SENASA — Lima.

‘.
Fuente: Cahuari L. 2016.

Foto 2.
(PDA) Papa 125 gr, dextrosa 9 gr y agar agar
10gr mas 500 ml de agua destilada.

Fuente: Cahuari L. ‘2016.
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Foto 3. Foto 5.
(PDA) Papa 125 gr, dextrosa 9 gr y agar agar Los 9 tratamientos de Beauveria bassiana y un
10gr méas 500 ml de agua destilada. testigo con 4 repeticiones en un disefio completo

al azar, con 400 unidades experimentales
Boophilus microplus.

Fuente: Cahuari L. 2016.

l__. Foto 6.

Fuente: Cahuari L. 2016. Esporulacion a los 7 dias post exposicion.

Foto 4.

Siembra del hongo Beauveria bassiana en
agar PDA laboratorio de parasitologia — C.P.
M.V.Z — UNAMAD.

Fuente: Cahuari L. 2016.

Fuente: Cahuari L. 2016.
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RESULTADOS

Dela concentracion letal media (CLso) de Cuadro 02: porcentaje de mortalidad vy
Beauveria bassiana para el control de Boophilus esporulacion en garrapatas adultas boophilus
microplus in vitro. microplus después de 10 dias de aplicacion y

Evaluaron tres diluciones las pruebas lo dosis letal media (DLso).

realizaron en laboratorio y campo estimaron la

Mortalidad Infeccion

dosis letal media (DLso) fueron altamente Tratamiento (%) (%)

susceptibles a Beauveria bassiana con

. . dosis 431 ppm 4.31x102 con/ml 34.5 17.7
mortalidades de 90% en todos los tratamientos PP

(Fernandez J. 2006; Pérez 2007), con respecto a Fuente: elaboracion propia, 2016.
los resultados se observd una mortalidad
medianamente considerable.

Grafica 01: linea de regresion obtenida en la prueba de estimacion de la DLs, de Beauveria bassiana
sobre la garrapata boophilus microplus.

DOSIS LETAL MEDIA (DLso)

40
30
9( y =0.9333x + 10.667
g 2 R =5:0604 mortalidad
<
£ 10
o
S
0
0 2 4 6 8 10
DOSIS DE TRATAMIENTOS CONIDIAS/ML
Fuente: elaboracion propia, 2016.
Segun la tabla 02 y grafico 01 en laboratorio 5 y otras dosis altas 1010 a partir del dia 3, a
existe un mediana capacidad de la cepa de mayor concentracibn existe una rapida
hongo Beauveria bassiana para infectar efectividad del hongo mientras que en la
garrapatas adultas de boophilus microplus. presente investigacion se observé una
Segun (Arguedas M. 2008), el efecto letal de las mortalidad a partir del 7 dia de las aplicaciones.

concentraciones 109 se observd a partir del dia

Determinar el tiempo de accion de la Beauveria bassiana en el control Boophilus microplus in vitro.

Cuadro 03: disefio completo al azar (DCA), mortalidad de garrapatas Boophilus microplus (09
tratamientos con concentraciones de 431 a 2 conidias por ml.

Tratamientos conidias/gramos

Repeticiones 11 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
P 431c/ml 120c/ml 56¢/ml 46¢/ml 32c/ml 18c/ml 11c/ml 9c/ml 2c/ml testigo
R1 5 8 10 2 2 1 2 2 5 0
R2 0 9 8 4 1 1 2 5 1 0
R3 2 9 7 4 3 2 2 10 3 0
R4 1 6 6 4 2 1 2 5 1 0
sumatoria 8 32 31 14 8 5 8 22 10 0 138
promedio 2.00 8.0 7.8 3.50 2.00 1.25 200 550 25 0.00 345

Fuente: elaboracion propia, 2016.

49



Control Bioldgico de Garrapatas (Boophilus microplus) con el uso de Hongos Entomopatdgenos (Beauveria bassiana).

En el cuadro 02 se observa en cada repeticion la
mortalidad de garrapatas Boophilus microplus
inoculadas con el hongo entomopatdégeno
Beauveria bassiana a los 15 dias, en
tratamiento dos y en repeticion uno se observa la
mortalidad de las diez unidades experimentales.
Las diferentes concentraciones de hongos que
lograron los siguientes autores, (Cardona y
Vergara 1987; Espinoza 2005) lograron

encontrar un control de 79% a 100% de
mortalidades del parasito en condiciones de
laboratorio y en campo entre 75 y 80% con
hongos entomopatdgenos (Beauveria
bassiana). Sin embargo en la presente
investigacion muestra una mediana mortalidad
de 34.5% vy una infeccion 17.7%, lo cual
explicaria en la aplicacibn en campo igual o
menos con respecto a la mortalidad.

Cuadro 04: andlisis de varianza de disefio completo al azar (DCA).

Fuente Suma Grados de C. medio Formula Probabilidad Valor
variacion cuadrados libertad de error calculada 1% critico 5%
tratamiento 269.4 9 29.93 11.44 3.087 4.72 *
error 78.5 30 2.62

Total 347.9 39

Ccv 46.89

Fuente: elaboracion propia, 2016.

Como "F calculado" es mayor a "F tabulado"
tanto al 5% y como al 1%, entonces se concluye
gque un 99% de certeza podemos hallar
diferencias altamente significativas entre
tratamientos, rechazandose la hipoétesis nula
bajo el mismo nivel de significacion.

El coeficiente de variabilidad nos muestra un
valor bajo (46.22%), hecho que nos demuestra
gue los datos estan dentro de la distribucién
normal, y que podemos continuar con los
andlisis.

Determinar la mortalidad de garrapatas in vitro producida por la Beauveria bassiana.

Tabla 03: prueba de tukey al 5% y 1%, comparacion de diferencias entre promedios de dosis aplicados

en los tratamientos.

significacion

Tratamientos dosis/conidias/gramos prome_d 10 de 5% 1%

mortalidad
T2 120 C/gr 8.0 a a
T3 56 Clgr 7.8 ab ab
T8 9 Clgr 55 abec abec
T4 46 Clgr 3.5 cd abecd
T9 2 Clgr 2.5 cd cd
T1 431 Clgr 2.0 cd cd
T5 32 Clgr 2.0 cd cd
T7 11 Clgr 2.0 cd cd
T6 18 C/gr 1.3 d cd
T10 testigo 0.0 d d

Fuente: elaboracion propia, 2016.

Con un 99% de certeza podemos afirmar que la
dosis de 120 C/gr, 56 C/gr, 9 Cl/gr y 46 C/gr de
Beauveria  bassiana, producen mayor
mortalidad de Boophilus microplus, al mismo
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tiempo dichos promedios son estadisticamente
iguales.

Por otro lado, la mortalidad promedio mas bajo
se observo en el testigo (18 C/gry 0 C/gr).
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CONCLUSIONES

El hongo entomopatdgeno la cepa Beauveria
bassiana tiene una dosis letal media

(DLso) de 431 ppm (4.31x10? conidias/mL) para
control de Boophilus microplus.

El hongo entomopatdgeno infecta y controla de
manera efectiva las garrapatas Boophilus
microplus, en condiciones de laboratorio se
observo una mortalidad mediana de 34.5 % de la
cepa con un infectividad de 17.7%.

Existe que a mayor concentracion y exposicion
de hongo Beauveria bassiana hubo mayor
mortalidad e infectividad y en menos dias de 5 a
7 dias lo que explicaria una mortalidad baja en
las aplicaciones con menor dosis. En cuanto al
precio unitario de Beauveria bassiana es inferior
al del producto quimico utilizado en laboratorio
pero a mayor nimero de aplicaciones implica un
gasto mayor de producto y de mano de obra para
las aplicaciones. Pese a ello, es una alternativa
de control biolégico.
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