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RESUMEN

Con el objetivo de evaluar el efecto de diferentes medios biol6gicos sobre la viabilidad de las
garrapatas en bovinos, se desarrolld la presente investigacion en areas de la EEPF “Indio
Hatuey”, disefiadas en dos experimentos: |. Evaluacion de diferentes medios bioldgicos sobre
las fases del ciclo de vida de las garrapatas a nivel de laboratorio y Il. Determinacién de los
efectos de los medios bioldgicos en la prevalencia de las garrapatas en vacas en pastoreo.
En la primera fase se evaluaran tres medios biol6égicos: Bacillus turhingiensis, Verticillium
lecanii y Beauveria bassiana, mediante un disefio experimental totalmente aleatorizado, con
cinco réplicas para cada uno. En cada medio biologico se evaludé su efecto sobre las
diferentes fases del ciclo de las garrapatas (huevos, larvas y adultos). Ademas se utilizé un
tratamiento control basado en la aplicacion de agua destilada; de ellos, dos pasaron a la
segunda fase. Los andlisis se realizaron con el paquete estadistico SPSS 10.0. Los mayores
porcentajes de mortalidad en adultos, a nivel de laboratorio, se correspondieron con la
aplicacion de los medios biol6gicos B. bassiana y V. lecanii, con valores que superaron el
90%, pasado los 21 dias de aplicacion, los cuales defirieron significativamente (P<0,05) de B.
turhingiensis. La aplicacion de los medios biologicos tuvo un efecto significativo sobre el
porcentaje de postura (P<0,05), el peso de los huevos por postura (P<0,01), asi como sobre
la eclosion y la viabilidad de las larvas (P<0,05), siempre con los mejores resultados para la
aplicacion de Beauveria. Al evaluar la fase de campo, los medios seleccionados mantuvieron
una tendencia similar, pero Beauveria bassiana mostré los mejores resultados en la
disminucion de la carga parasitaria por garrapatas en los animales en pastoreo con
frecuencias de bafios cada 15 dias. Se aprecié un efecto positivo de los hongos sobre la
progenie de las garrapatas al observar una disminucion significativa, tanto en el nimero de
posturas como en la cantidad de huevos por posturas. Aunque los porcentajes de no eclosion
fueron similares para ambos medios. Se recomienda ampliar las investigaciones a nivel de

laboratorio y campo.



ABSTRACT

In order to evaluate the effect of different biological means on the viability of ticks in cattle,
this study was conducted in experimental areas of the EEPF “Indio Hatuey”, designed in two
trials: | Evaluation of different biological means on the stages of the life cycle of ticks at
laboratory level and Il. Determination of the effects of biological means on the prevalence of
ticks in grazing cows. In the first stage 3 biological means: Bacillus turhingiensis, Verticillium
lecanii and Beauveria bassiana were evaluated using a completely randomized experimental
design, with five replications for each means. Of each biological means its effect on the
different stages of the tick cycle (eggs, larvae and adults) was evaluated. In addition, a
control treatment was used, based on the application of distilled water. From the biological
means, two continued in the second stage and the analyses were made through the statistical
pack SPSS 10.0. The highest mortality percentages in adults at laboratory level corresponded
to the application of de biological means B. bassiana and V. lecanii, with values that
exceeded 90% after 21 days of application, which differed significantly (p<0,05) from B.
turhingiensis. The application of the biological means had a significant effect on laying
percentage (p<0,05), the weight of eggs per laying (p<0,01), as well as on the hatching and
viability of the larvae (p<0,05), always with the best results for the application of Beauveria.
When evaluating the field stage, the selected means maintained a similar trend, but
Beauveria bassiana showed the best results in the decrease of the parasite rate for ticks in
the grazing animals, with bathing frequencies every 15 days. A positive effect of fungi on the
tick offspring was observed, with a significant decrease, in the number of layings, although
the non hatchings were similar for both means. To expand the studies at laboratory and field

level is recommended.
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INTRODUCCION

Las garrapatas y las enfermedades que transmiten se hallan ampliamente distribuidas por el
mundo, especialmente en los paises tropicales y subtropicales. Se ha estimado que el 80%
de los bovinos existentes en el mundo (Basco Basco et al., 2008) estan infestados de
garrapatas. Aunque se presentan diferentes especies de garrapatas en distintas regiones
ecologicas, su impacto sobre la produccién animal es similar en su naturaleza e importancia.

Ellas son responsables de graves pérdidas causadas a través de sus picaduras (FAO, 2003),
tales como: la pérdida de sangre, las lesiones de los cueros y ubres, asi como la inyeccién
de toxinas y la mortalidad y debilidad causada por las enfermedades que trasmiten
(Guglielmone y Mangold, 2002).

Por otra parte, durante las Ultimas décadas, en Latinoamérica se ha generado un movimiento
de sectores sociales orientados a la produccion, la comercializacion y el consumo de
alimentos libres de residuos téxicos. Se han lanzado propuestas alternativas de manejo
productivo en explotaciones agropecuarias, para tratar de romper con el esquema del modelo
propuesto por la Revolucion verde.

El control tradicional de garrapatas mediante compuestos quimicos, ademas de ser una
estrategia costosa, conlleva riesgos de contaminacion ambiental, genera residuos en los
productos de origen animal (Salada, 2005), puede propiciar inestabilidad enzodtica y
favorece el desarrollo de quimioresistencia. Resulta necesario establecer métodos
alternativos de lucha que combinen el empleo de sustancias quimicas y la correcta utilizacion
de un esquema de inmunizacion, con el empleo de vacunas con accion reconocida, la
explotacion de razas o cruces mas resistentes a la parasitacion por garrapatas, por lo que es
necesario, ademas, el correcto manejo de pastizales y animales. El empleo de una lucha
integrada contra las garrapatas brinda un control mas efectivo y duradero, alarga el intervalo
entre bafos, reduce el empleo de sustancias acaricidas y, por consiguiente, disminuye el
gasto invertido en ellas, mientras prolonga la vida util de los compuestos acaricidas y
restringe el volumen de residuos quimicos que se vierten al medio (FAO, 2003; Furlong et al.,
2005).

En el ecosistema existen ademas reguladores biolégicos de garrapatas que estan en el
grupo de los entomopatégenos, fundamentalmente hongos (Beauveria bassiana, B.

brongiartii, Matarhizium anisopliae, Nomuraea rileyi y Paecilomyces fumoso-roseus).
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En Cuba, Castifieiras et al. (1987) demostraron la efectividad de dos aislamientos de B
bassiana y tres de M. anisopliae que eliminaron el 92% de los huevos en 15 dias, en
condiciones de laboratorio. Recientemente, Monteiro et al. (1994) reportaron un control del
97 y 100% con los aislados de M. anisopliae sobre partes del ciclo biolégico de B microplus
en condiciones de laboratorio.

Todos estos autores aseguran que los ectoparasitos pertenecientes a la familia Ixodidae
estan expuestos a un gran nimero de reguladores bioldgicos, lo que permite comprender por
gué no son aun mayores los niveles de plagas que pululan en el ganado, si tenemos en
cuenta que el numero de huevos que oviposita una hembra de B. microplus esta alrededor
de los 2 000, con una viabilidad por encima del 90% y las neolarvas pueden permanecer
largo tiempo sin ingerir alimentos, lo que les permite poder esperar hasta pasar a la etapa
parasitaria.

A pesar de todos estos resultados, fundamentalmente a nivel de laboratorio, no existe una
politica definida para la integracion de estos agentes bioldgicos, obtenidos en la red que
existe a nivel de pais para la producciéon de medios bioldégicos como parte de las estrategias
de manejo integrado para estas parasitosis.

Resulta importante aplicar los conocimientos que ya se tienen, los cuales provienen de las
investigaciones realizadas en el Departamento de Lucha Bioldgica del Instituto de
Investigaciones de Sanidad Vegetal, en nuestros sistemas ganaderos, esta vez con la
bausqueda de respuestas que nos ayuden a explicar la interaccion parasitos—medios
biolégicos dentro del manejo del rebafio (con la inclusibn de métodos y frecuencia de
aplicacion y efectos a nivel de los pastizales para la reduccién de las cargas parasitarias), lo
cual nos permitiria optimizar a corto plazo el uso de estos productos y alcanzar producciones

cada vez mas sostenibles y con menor uso de productos quimicos.

Problema cientifico

La presencia de las garrapatas en el ganado bovino constituye una de las problematicas mas
significativas que afectan la productividad pecuaria en Cuba. Este proceso esta aparejado a
la incidencia de la resistencia a los productos quimicos, muy costosos por demas para
nuestros productores, factores que en su conjunto han estimulado la busqueda de otras
alternativas de control, con énfasis en los controles naturales. Estos aspectos estan muy a

tono con la produccion de medios biolégicos en el pais. Sin embargo, se hace necesaria la
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adquisicion de nuevos conocimientos que ayuden a explicar la interaccién parasitos—medios

biolégicos dentro del manejo del rebafo.

Hipotesis
El uso de los medios bioldgicos disminuye la presencia de las garrapatas en los bovinos en

pastoreo porque causan efectos letales sobre las diferentes fases de los ciclos biologicos de

estos parasitos, por lo cual constituyen medios de control mas amigables con el ambiente.

Objetivo general

Evaluar el efecto de diferentes medios bioldgicos sobre la viabilidad de las garrapatas en

bovinos.

Objetivos especificos

1. Determinar los efectos de los medios bioldgicos sobre las diferentes fases del ciclo
biolégico de las garrapatas a nivel de laboratorio.
2. Evaluar los efectos de los medios bioldgicos sobre la prevalencia de las garrapatas en

animales en pastoreo
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CAPITULO 1. REVISION BIBLIOGRAFICA

I.1 Clasificacion taxonémica

Las garrapatas son artropodos de la clase aracnida, organismos muy adaptados a la vida
parasitaria, ya que son chupadores de sangre que pueden llegar a pasar varios meses sin
alimentarse si las condiciones climaticas no lo permiten. Poseen un exoesqueleto duro que
recubre su cuerpo segmentado y todas en estado adulto poseen patas en numero par
(Rodriguez, 2009).

Son acaros cosmopolitas y ectoparasitos temporales obligados de reptiles, anfibios, aves,
mamiferos, incluyendo animales domesticos y silvestres. Por su tamafio resultan observables
a simple vista.

Las garrapatas segun Parra et al. (1999) y Rodriguez (2009) pertenecen a:

Phylum Arthropoda
Subphylum Chelicerata

Clase Arachnida

Subclase Acari

Orden Parasitiformes Acarina
Suborden Ixodida

Superfamilia Ixodoidea

Familia Ixodidae - Argasidae

Géneros: Boophilus — Amblyomma — Dermacentor (Anocentor) — Riphicephalus

Las especies conocidas no alcanzan el millar y se dividen en dos familias: Ixodidae
(garrapatas duras) o verdaderas, poseen escudo corto en la hembra y largo en el macho, el
capitulo esta implantado en la parte anterior del cuerpo de todas las especies, y Argasidae
(garrapatas blandas) o falsas garrapatas, las cuales no poseen escudo. El capitulo esta
localizado en la parte inferior del cuerpo de las ninfas y los adultos, mientras que en las
larvas se encuentra en la parte anterior (Quiroz, 1999; FAO, 1987).

En nuestro pais estan reportadas cuatro especies de garrapatas de importancia econémica
para Medicina Veterinaria: Boophilus microplus, Amblyomma cajenense, Anocentor nitens,

Ripicephalus sanguineu.
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I.1.2 Ciclo bioldgico de las garrapatas

Las garrapatas, durante su vida, pasan por cuatro etapas: huevos, larva, ninfa y adulto.
Todas las garrapatas son parasitos hematofagos, o sea, que se alimentan de la sangre de
los animales y del hombre. Para esto cuentan con un aparato bucal especial que les permite
perforar la piel del hospedador y succionar sangre. Pero no todos los estadios del ciclo
biol6gico de la garrapata se alimentan, de hecho existen momentos dentro del ciclo que se
realizan en el medio ambiente, tales como: las mudas de algunas especies de garrapatas y la
deposicién de huevos. Esto no significa que sean parasitos de ciclo indirecto, ya que cuentan
s6lo con un hospedador para poder cumplir con su ciclo bioldgico (Rodriguez et al., 1987).
Segun Quijada (2007), lo que si diferencia a las garrapatas es la cantidad de veces que
deben caer al suelo, por lo tanto la cantidad de hospedadores (aunque sea el mismo animal)
gue necesitan para poder realizar el ciclo completo:
Garrapatas de un solo hospedero: Son las que pasan desde el estado de larva al de adulto
sin cambiar de huésped, él cual abandonan, solamente, cuando estan llenas de sangre; se
desprenden para ovipositar en el suelo. Ejemplo: Boophylus annulatus.
Garrapatas de dos hospederos: Son las que cumplen sus fases de larvas y de ninfas en un
mismo huésped y lo abandonan para mudar en el suelo, al transformarse en adultas buscan
un segundo huésped para completar su ciclo de vida. Ejemplo: Rhipicephalus evertsi.
Garrapatas de tres hospederos: Estas garrapatas se caracterizan porque siendo larvas,
parasitan un huésped, al que abandonan después de alimentarse de su sangre, se dejan
caer al suelo, donde mudan a ninfa y suben a parasitar un segundo huésped, que
nuevamente es abandonado y, ya en el suelo, se transforma en adulto para volver a parasitar
un tercer huésped.
El ciclo biologico puede considerarse en dos fases: la parasitaria o parasitica, durante la cual
la garrapata se nutre del animal, y la fase no parasitica en la que la garrapata pasa en el
suelo. Este periodo de vida libre, segun Furlong et al. (2003), comprende cuatro etapas: la
preoviposicion, la oviposicion, la incubacién y el periodo de sobrevivencia de las larvas en el
pastizal.
La kenogina (hembra fecundada y repleta) desova y aglutina de una vez entre 2 500 a 3 500
huevos en el suelo, gracias a la secrecidon protectora de una glandula que ella posee
aproximadamente entre el tercer y quinto dia de haberse desprendido del hospedero; entre
las tres y cuatro semanas posteriores. Luego de un periodo de incubacion, nacen las larvas;
5
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con tres pares de patas (neolarvas), que pueden estar por varios meses en el pasto sin
alimentarse (Furlong y Azebedo, 2005).

En la primera etapa (4-5 dias de nacida) no tienen toda la vitalidad ya que sus érganos de
fijacion y piezas bucales no estan desarrollados. Una vez que maduran y ocurre la fase de
encuentro, trepan a un animal y comienzan su vida parasitaria. Para poder subirse al bovino,
las larvas utilizan los pastos o el suelo donde éste se encuentra. Cuando las larvas de
garrapata infestan al animal huésped, generalmente, pican de inmediato y comienzan a
alimentarse. Sin embargo, los dos primeros dias después de la infestacion, las larvas se
alimentan de manera intermitente y con frecuencia se desprenden y se mueven de un lugar a
otro en el animal; después de ingerir una buena cantidad de sangre y fluidos de los tejidos,
aproximadamente a los cuatro dias se produce la primera muda y se transforman en
metalarva, de este estadio nace la ninfa con cuatro pares de patas (Parra et al., 1999).

En el noveno dia de vida parasitaria realizan la tercera muda y se convierten en metaninfa,
en el dia 14 ocurre la diferenciacion sexual, dando lugar a los meandros; los cuales se
transforman a las 24 h en gonandros o machos aptos para la fecundacién. La transformacién
en adulta de la hembra ocurre dos dias después del macho y se le denomina neogina, la cual
a las 24 h pasa a partenogina, apta para ser fecundada, si ello se produce se transforma en
teleogina aproximadamente entre el dia 18 y 21. Con el desprendimiento de la teleogina
termina la fase parasitaria, convertida en kenogina, luego de la puesta total de los huevos
muere (Espaine y Lines, 1983; Parra et al., 1999). Sin embargo, los machos permanecen
fijados al hospedador por periodos mas largos y pueden aparearse con otras hembras.

En el estadio adulto hay dimorfismo sexual, la hembra es mucho mas grande que el macho.
Una vez alcanzada la madurez sexual copulan y la hembra debe alimentarse hasta que se
llena de sangre, luego cae al suelo y busca un lugar protegido para poner los huevos
(Drugueri, 2004).

I.1.3 Bioecologia de las garrapatas

La duracion del ciclo varia en dependencia de las condiciones climaticas, ya que gracias a
ellas las larvas pueden o no estar mas o menos tiempo en espera del hospedador. En
cambio la parte del ciclo que se cumple sobre el animal (ciclo de vida parasitaria) no varia, ya
gue las condiciones ambientales las crean la humedad y calor del cuerpo del bovino y es

aproximadamente de 23-24 dias. Desde que la larva alcanzé al hospedador hasta que se

6
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transform6 en hembra ovigera (repleta de sangre y huevos) todo el ciclo se cumple sobre el
mismo animal (Fonseca, 2009).
Tras la eclosion o la muda, los individuos inmaduros y adultos experimentan un periodo
inactivo de “endurecimiento” de algunos dias, durante el cual se producen algunas
modificaciones de las cuticulas y se digieren las reservas de alimento. Este periodo es
seguido por otro de actividad alimenticia (en las garrapata de dos y un hospedador) o de la
busqueda de hospedador (o de esperar condiciones adecuadas para la busqueda), de
acuerdo con las caracteristicas etoldgicas de las especies.

La alimentacion de las larvas, ninfas y adultos dura generalmente 4-10 dias y se realiza en

dos fases:

a) Lenta y gradual, durante la que se produce el crecimiento tegumentario y en el adulto el
apareamiento.

b) Rapido, durante los 1-2 dias finales de la alimentacién (marcado por la gran dimension del
organismo), excepto en la mayoria de los machos. En la fase rapida, la sangre ingerida se
concentra y vuelve el exceso de liquido al hospedador. En esta fase, las garrapatas
adquieren, frecuentemente, los organismos patdgenos de los fluidos del hospedador.

El apareamiento sobre el hospedador es esencial para que las garrapatas hembras

completen su saciedad. Una vez que la hembra se ha alimentado durante algunos dias emite

una o mas feromonas que atraen a los machos (con menos frecuencia son los machos los
que emiten la sustancia atrayente). De manera caracteristica los machos chupan

repetidamente pequefias comidas, permanecen sobre el hospedador durante semanas o

meses y se aparean con varias hembras. Por ello el nimero de garrapatas hembras, no

machos, es Unicamente indicador significativo de la actividad y las dindmicas estacionales

(Furlong y Azebedo, 2005).

Los ambientes con cambios estacionales (calido/frio, seco/himedo) tienen poblaciones de

garrapatas adaptadas estacionalmente. Estas adaptaciones climéaticas comprenden periodos

de reposo o diapusas que pueden aumentar marcadamente la longitud de su ciclo bioldgico.

Asi, en climas humedos y célidos el ciclo biolégico puede requerir de 2-4 meses, mientras

gue pueden ser necesarios 3-5 afios en zonas frias.

El estado no parasitico de la garrapata comprende los periodos de: preoviposicion,

oviposicién, incubacién y larva en los que transcurre el 60% de su ciclo de vida y durante los

cuales habita en los pastos (Cordovés y Vitorte, 1989). Este conocimiento es importante
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porque permite la regulacién de la poblacién existente en la Biocenosis, mediante la
aplicacion de los medios de control sin alterar el equilibrio que toda la especie debe mantener
con los demas elementos del ecosistema.

La duracion de la postura depende de la temperatura y puede variar de 2 a 44 dias. En el
verano, cuando la humedad y la temperatura son Optimas, la eclosién de los huevos ocurre
aproximadamente de los 18 a 21 dias. Al disminuir la temperatura ambiental, baja el
porcentaje de eclosion de los huevos.

La hembra ingurgitada se tira del animal y comienza el periodo de preoviposicion. Thompson
(1976) estudio en la costa atlantica de Colombia el comportamiento de este periodo en B.
microplus y registré una duracion de 3 dias; posteriormente, Benavides (1984) sefial6 una
duracion similar con una variacién que podia oscilar entre 2 y 6 dias a 28°C de temperaturas
y 80% de humedad relativa, segun estos autores las garrapatas mas pesadas inician la
puesta en un lapso mas rapido que aquellas de un menor peso.

Benavides (1984), por su parte, estudié que el periodo de ovoposicion de esta especie de
garrapata se extendid a 9,3 dias con una variacién entre 7-12 dias. Sin embargo, en Cuba,
De La Vega (1985) planted que la oviposicion ocurre, generalmente, entre los 10 y 15 dias y
gue la temperatura afecta la duracion de éste cuando la humedad relativa es constante.

El periodo de incubacién, segun Boero (1957) es de 25 a 30 dias, si las condiciones de
temperatura y humedad relativa son adecuadas. El autor sefial6 que la duracioén del periodo
de incubacion de B. microplus es de 21 dias, para la Costa Atlantica; mientras que en Cuba
oscilé entre 19 y 28 dias y puede llegar a prolongarse algo mas en la época de seca (De La
Vega, 1985).

Luego de la eclosion, la larva-1 sube a las partes mas altas de los pastos y malezas y ahi
espera el paso de un animal, se traslada a él y comienza su vida parasitaria. Tras comenzar
a alimentarse y aumentar de tamafio, ocurre la primera muda y pasa de larva a ninfa, la cual
vuelve a succionar sangre y crece hasta ocurrir la segunda muda (ambas mudas se realizan
sobre el huésped) en que se transforma en garrapata adulta y posteriormente realiza la
fecundacion. Finalmente la hembra ingurgitada se desprende y, pasado un periodo corto de
espera, inicia la oviposicion, al concluir esta muere. Asi se repetira el ciclo con el nacimiento

de las larvas que emergen de los huevos ovipositados por la garrapata (De La Vega, 1985).
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La sobrevivencia de la larva-1 de B. microplus, en la época de lluvia es de 49 dias, mientras
que en el periodo de seca puede permanecer hasta 140 dias en el pastizal (Cordoveés y
Vitorte, 1989).

De la Vega (1985) realizé un estudio exhaustivo del desarrollo de los estados parasiticos de

B. microplus en Cuba y concluy6 que:

Larvas alimentandose 0-5  Aparicion de adultos jovenes 14 - 15
Aparicién de metalarvas 5-7  Apareamiento 15-17
Aparicion de ninfas 7-9 Ingurgitacion 14 -21
Aparicion de metaninfas 10 -13 Desprendimiento 21

El conocimiento de la duracién de los estados no parasiticos de B. microplus que pululan en
los pastos permite la regulacion de la poblacion existente en la Biocenosis, mediante la
aplicacion de los medios biolégicos, sin alterar el equilibrio que toda la especie debe

mantener con los demas elementos del ecosistema.

I.1.4 Relaciones con el hospedador

La clave para la compresién de la relacion garrapata-hospedador se sitia en la historia
pretérita de estas asociaciones en la escala del tiempo de la evolucion (FAO, 1987).
Aparentemente, las garrapatas evolucionaron en dos lineas principales (Argasidae e
Ixodidae) como parasitos obligados de los reptiles en los climas céalidos y himedos de finales
del Paleozoico o comienzos del Mesozoico. Tras la aparicion explosiva de las lineas de aves
y de mamiferos hace unos 700 millones de afios, algunas especies permanecieron fieles a
sus hospederos reptiles, aunque la mayoria evolucioné como parasitos especificos de ciertas
familias o grupos de especies y mamiferos (Massard y Fonseca, 2004).

Una relacion perfecta entre parasito y hospedador es aquella en la que hospedador, parasito
y agente infeccioso coexisten en armonia; no se plantea ninguna amenaza a la continuidad
de alguna de las especies implicadas en la asociacion. Para llegar a este punto, el nimero
relativo de las especies se halla en equilibrio. Las garrapatas han llegado a adaptarse a la
aparicion relativamente rara de sus hospedadores, mediante el desarrollo de mecanismos de

supervivencia a largo plazo; los hospedadores han desarrollado mecanismos de resistencia,
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frecuentemente de base inmunoldgica, que controlan las cifras de garrapatas a niveles bajos
(Singh y Girschich, 2003).

El equilibrio saludable entre hospedador y parasito se destruy6 cuando el hombre domestico
a los animales para proporcionarse carne, leche, pieles, huevos, medios de transporte y
animales de compafia. EI campo geografico-ecoldgico original de las garrapatas que
parasitan a los animales domésticos se ha ampliado extensamente por los desplazamientos

del hombre y de los animales, por el comercio y por la modernizacion.

[.1.5 Sintomas clinicos y principales afectaciones en los sistemas pecuarios

Las garrapatas causan, fundamentalmente, enfermedades que cursan con algun tipo de
anemia (que se define como la incapacidad de la sangre de transportar oxigeno), este
proceso causa una baja en la produccién individual y general del rodeo. Fundamentalmente
se afectan los animales jovenes, los viejos, las hembras lactantes o aquellos cuyo sistema
inmunoldégico esté afectado en forma temporal o permanente (Guglielmone y Mangold, 2002).
También las garrapatas son consideradas agentes trasmisores de enfermedades, ya que,
segun Rodriguez et al. (1995); Quiroz (1999); Aguirre (1999) y Estrada y Santos (2005):

a) Son hospedadores definitivos de la Babesia trigemina y Babesia argentina, parasitos
productores de la babesiosis o fiebre tic, enfermedad de los bovinos ampliamente
distribuida en el mundo. La babesiosis produce malestar, decaimiento, aletargamiento en
los animales y pérdida de la coordinacion. Otros sintomas pueden ser la hepatomegalia, la
esplenomegalia, la ictericia y la muerte.

b) Transmiten en los bovinos la anaplasmosis, debido a que es hospedador de Anaplasma
marginate.

c) Ademas B. microplus transmite la piroplasmosis, causada por Babesia divergens y B.
bovis. y la fiebre Q (Rickettsia burnetti).

La anemia que producen en los hospedadores puede ser desde la més insignificante hasta la

que puede producir la muerte, siempre en dependencia de la carga parasitaria, del estado

general del animal (de su condicion fisiologica) y del ambiente (Fragoso, 2005; De Sousa,

2005).

Sus picaduras provocan irritacion, lo que determina molestias e interfiere en la alimentacion

del animal. El prurito y el dolor que produce la garrapata al succionar sangre del hospedador

y las lesiones que esto trae aparejado, como la formacion de eritemas, vesiculas y costras,
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se hace evidente (se pueden formar también pustulas en caso de contaminacion bacteriana
secundaria) (Rodriguez, 2009).

El rascado lleva a una formacion aun mayor de las lesiones y a la caida del pelo, los dafios
provocados en la piel constituyen puertas de entrada para enfermedades bacterianas o
fungicas y otras parasitosis, que, como miasis, pueden ocasionar grandes pérdidas
econdémicas en el vacuno (Kem, 2003). Las garrapatas y las lesiones que ellas producen se
encuentran en todo el cuerpo pero especialmente en la tabla del cuello, la entrepierna y el
area de la ubre en el caso del ganado de leche. Todo esto produce una irritacion y estrés que
afecta notablemente la productividad de los animales.

A esto se le suma la depreciacién econémica de los cueros provenientes de animales que
sufrieron esta parasitosis, ya que al alimentarse la garrapata perfora con su probéscide la piel
de los bovinos. Si la carga parasitaria sobre el animal es muy alta el desmejoramiento

corporal general de los animales es muy evidente.

I.2 Principales métodos de control de las garrapatas en los sistemas ganaderos

Muchos han sido los métodos de control que el hombre ha implementado para erradicar esta
problematica, los primeros fueron los aceites y extractos de las plantas, mas tarde el petréleo
crudo y las soluciones arsenicales hasta llegar a las sustancias quimicas, estos se clasifican

en métodos quimicos, biolégicos, genéticos y naturales (FAO, 2003).

[.2.1 Control quimico

El uso de productos acaricidas que matan a la garrapata en la etapa de vida parasitaria es el
medio de lucha mas difundido en el mundo. Est4 basado en el conocimiento del ciclo
bioldgico del parésito y en tratar de evitar que las formas parasitarias lleguen al estado de
teledgina, previniendo su caida al suelo, y de esa manera evitar que haya reinfectacion de la
pastura por larvas (De Sousa y Furlong, 2005).

El ciclo bioldgico en el vacuno se completa en un periodo promedio de 22 a 23 dias.
Tedricamente, utilizando una acaricida eficaz (99%) cada 21 dias, evitariamos la presencia
del B. microplus con capacidad reproductiva, logrando un control adecuado con tratamientos
de rutina (Cardozo y Franchi, 1995).

Sin embargo, la aplicacién de estos bafios busca controlar directamente sobre el animal la

poblacion de ectoparasitos, teniendo en cuenta que la erradicacion del &caro no es el

11
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objetivo primordial de esta actividad, sino el mantenimiento de la estabilidad enzodtica para
hemoparasitos. Por esta razén no se debe pretender que los bovinos permanezcan
completamente libres de garrapatas, sino mas bien tratar de mantener en niveles bajos su
presentacion (De Sousa y Furlong, 2005).

La escogencia del producto a utilizar debe tener en cuenta el principio activo, tanto del bafio
gue se empled anteriormente como del nuevo; esto es necesario para realizar una adecuada
rotacion de compuestos, de forma tal que no se incurra en la sobreutilizacion o subutilizacion
de un producto. Se recomienda cambiar de principio activo cada cierto periodo de tiempo (de
4 a 6 meses) (Mangold, et al. 2000; Aguirre et al., 2000).

El aumento del numero de bafios conlleva a un aumento de la presion de seleccion,
sobreviviendo los individuos mas resistentes, lo cual obliga a utilizar concentraciones cada
vez mas altas. Mientras que, si la concentracion es inferior a la dosis efectiva permite que el
ectoparasito desarrolle mecanismos de quimiorresistencia hacia dicha sustancia (Parra et al.,
1999).

Los productos mas empleados son liquidos concentrados que contienen un principio activo
contra el parasito, pero que ademds tienen en su formula sustancias emulsionantes,
solventes y humectantes que juegan un rol muy importante en la calidad del producto. Los
principios activos mas usados en la lucha contra las garrapatas han sido: organoclorados,
organofosforados, carbamatos, amidinas y piretroides sintéticos (Alfonso Guerra et al., 2005;
Furlong et al., 2007).

Compuestos clorinados: son estimulantes del sistema nervioso central (SNC), por lo que

producen manisfestaciones neuromusculares. Las sustancias activas son Aldrin, Hexacloruro
de benceno, Clordano, Dieldrin, Endrin, Heptaclor, Metoxiclor, Toxafeno, DDT y HCH/lindano
(Encinas et al., 1999).

Organofosforados: se caracterizan por inhibir la actividad de la colinesterasa, producen un

exceso de estimulo colinérgico de tipo muscarinico, nicotinico y central (Parra et al., 1999).
Los organofosforados son lipofilicos, se absorben a través de la piel y se acumulan en el
tejido adiposo, donde son liberados lentamente a la sangre y otros liquidos fisiologicos
(leche), por acumulaciéon pueden dar origen a un estado de envenenamiento crénico, motivo
por lo que su uso es restringido (Alvarez et al., 2003).

A pesar de su estabilidad sobre el pelo, lana y piel, solo tienen una permanencia de 4 a 8

dias al ser absorbidos por la piel o por otras causas. Los medicamentos de mayor uso en
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este grupo son: Azinfosmetilo, Carbofenation, Clorfenvinfés, Clorpirifés, Coumafds, Diazindn,
Diclorvés, Dioxation, Feniltrotion, Fention, Fosmet, Foxim, Malation, Paration, Tiofés y
Triclorfon (De Sousa y Furlong, 2005).

Carbamatos: actuan de forma similar a los organofosforados, inhiben la colinesterasa. Los
principios activos mas conocidos son: Carbaril, Carbofuran, Metonilo y Propoxur (Encinas et
al., 1999).

Piretroides: provocan un bloqueo de la actividad motriz o bien por la produccién de
excitabilidad, incoordinacion de movimientos, irritabilidad, paralisis, letargo y muerte.

Entre los farmacos mas frecuentes en este grupo se hallan: Alletrina, Cihalotrina,
Cipermetrina, Deltametrina, Fenvalerato, Fenotrin, Flucitrinato, Flumetrina, Permetrina y
Resmetrina. Estos compuestos tienen efectos residuales importantes (Alvarez et al., 2003).

Formamidinas: ocasionan la muerte del ectoparasito por inhibicién de la monoaminooxidasa,

sus dianas mas importantes son los receptores de la optopamina. El producto de mayor uso
es el Amitraz (Pereira, 2006).

Segun Encinas et al. (1999), los componentes anteriores son neurotdxicos. Sus dianas mas
importantes son los canales axonales del sodio (DDT y piretrinas), la acetilcolinesterasa
(organofosforados y carbamatos), los receptores de la optopamina (formamidinas) y los
receptores del GABA (HCH).

Otros compuestos quimicos utilizados han sido los benzolifenilireas: la mayor parte de los
representantes de este grupo son altamente eficaces contra los insectos, pero no contra las
garrapatas (Parra et al., 1999). Las sustancias con accion sobre estos ectoparasitos, como el
Fluazurdn, se caracterizan por interferir, principalmente, en la formacién de la quitina, con lo
cual impiden la formacion de la cuticula del parasito y se consideran inhibidores de las
mudas y del crecimiento (Ortiz y Franco, 2005). Por otro lado, estas sustancias intervienen
en el funcionamiento de las glandulas salivales, por lo que afectan la nutricion de los diversos
estadios. Las células excretoras también se ven afectadas, por lo que ocasionan
desequilibrios en la hemolinfa (Parra et al., 1999).

La reduccion progresiva del volumen de acaricida utilizado es posible mediante la utilizacion
de acaricidas de accidn sistémica, administrados por via oral o subcutanea (Ortiz y Franco,
2005). Entre los garrapaticidas sistémicos encontramos los derivados de las lactonas
macrociclicas, los cuales han demostrado ejercer su accién sobre garrapatas de uno y tres

hospederos.
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La Ivermectina es uno de estos compuestos que, aplicado a 200 microgramos/kg en
inyeccion subcutanea (SC), controla las garrapatas (Ortiz y Franco, 2005). Otros derivados
de la Ivermectina, como moxidectin y doramectina, estan siendo desarrollados con buenas
perspectivas para su uso como garrapaticida (Rodriguez, 2002).

El Closantel (5 mg/kg) también se ha empleado como garrapaticida y demostré una eficaz
proteccion sobre formas inmaduras de B. microplus y la reduccién en la eclosiéon de los
huevos de hembras tratadas. Ademas, ofrece buena proteccion via SC (6 semanas para
Amblyomma) y por via oral en igual dosis a los parasitos presentes en el animal el dia
tratamiento (Encinas et al., 1999).

El principal problema del uso de las sustancias quimicas contra las garrapatas es la aparicion
de resistencia a los acariciadas y la reaparicion del parasito en zonas ya limpias, situacion
que dificulta las camparfias de lucha (De Sousa y Furlong, 2005).

La resistencia desarrollada por garrapatas se ha manifestado frente a casi todos los grupos
quimicos utilizados en su control; esto ha ocurrido, preferentemente, en areas donde la
utilizacién de acaricidas ha sido mas sisteméatica (Betancourt et al., 2004). Este fendmeno
crea la necesidad de realizar investigaciones epidemiolégicas, en las que se determina la
dinamica de la poblacion del parasito a través de conteos de garrapatas y estudios
ecoldgicos; asi como la busqueda de nuevas alternativas de control (Parra et al., 1999).

Esta realidad y el hecho de que el desarrollo de nuevos acaricidas es cada vez mas
complicado y costoso, resulta imperioso contar con estudios que permitan alargar al maximo
su vida util. El buen uso de los productos para bafios acaricidas es importante, pues en el
lapso que va entre su aparicién en el mercado y el desarrollo de resistencia del parasito es

cada vez menor debido a los nuevos productos (Nari y Eddi, 2002).

I.2.2 Control bioldgico

La disponibilidad de productos quimicos para el control de garrapatas es cada vez menor
debido a los altos costos de desarrollo y a la aparicion de problemas de resistencia que los
deja fuera del mercado. Se hace necesario el correcto uso de los acaricidas disponibles para
prolongar su vida util (Betancourt et al., 2004; Polanco, 2001). Dicha situacion, sumado al
impacto ambiental que conlleva la eliminacion de estos productos al medio, resulté necesario
el desarrollo de nuevos métodos de control, destacandose el empleo de vacunas

recombinantes contra las garrapatas.
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El desarrollo de vacunas contra la garrapata B. microplus fue reportado por primera vez en
Australia donde la proteina BM86, aislada del intestino del a garrapata, fue recombinada en
Escherichia coli y llevada a escala mundial bajo los hombres de Tick Gard ® (Rand et al.,
1989).

Este antigeno permanece en forma natural “oculto” al sistema inmunologico del animal, o
sea, no juega ningun papel en la interaccion hospedero-parasito para inducir de forma
artificial la inmunidad del hospedero (Willansed y Kemp, 1988).

Segun Rodriguez (2000), la ventaja de usar antigenos ocultos esta en evitar los principales
mecanismos de evasion parasitaria de la respuesta inmune. La falta de contacto entre los
antigenos ocultos y el sistema inmunoldgico permite que los parasitos no desarrollen
estrategias para escapar a la accion de una repuesta contra ellos, esto los hace
especialmente atractivos para el disefio de vacunas contra ectoparasitos.

Posteriormente, investigadores cubanos, con el empleo, basicamente, de la misma
tecnologia, pero con la combinacion de la proteina en la levadura Pichia pastoris, produjeron
una vacuna denominada Gavac ® (CIGB, Cuba), la cual tiene registro para su aplicacion en
varios paises de Latinoamérica como Colombia, Bolivia, Brasil, México, ademas de
encontrarse en fase de registro en otros paises de la region (Valdés et al., 2005).

Los anticuerpos especificos contra este antigeno que se obtienen en los animales
vacunados, junto con otros componentes como el complemento, son ingeridos por las
garrapatas junto con la sangre; esto favorece que los anticuerpos se unan al antigeno, lo que
provoca el dafio intestinal y el paso de las sustancias a la hemolinfa del parasito. Ello resulta,
finalmente, en la reduccién del nUmero de garrapatas que completan el ciclo bioldgico y
afectan la fertilidad de los parésitos resultantes.

Por lo tanto el resultado fundamental de este inmunégeno no sera la muerte directa de la
garrapata en una sola generacion, sino el control progresivo del niumero de garrapatas en
generaciones sucesivas, mediante la reduccion de la capacidad reproductiva de estos
parasitos (Valdés et al., 2005).

El inmundgeno Gavac es utilizado en Cuba para el control de la garrapata B. microplus en el
ganado bovino. El esquema de aplicacién involucra una prima inmunizacion en las semanas
0, 4 y 7, con revacunaciones cada 6 meses. En los rebafios que pierden el esquema de
inmunizacion por diversas razones se requiere, por recomendacién de los fabricantes, el

reinicio de la inmunizacién con una prima inmunizacion de tres dosis. Cada dosis esta
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constituida por 2 mL de Gavac, que contiene 100 microgramos del antigeno (Vargas et al.,
2005). Recientemente se ha ensayado una nueva formulacion denominada Gavac Plus, la
cual se elabor6 a partir de la misma férmula inicial de Gavac, pero se obtiene mediante un
proceso de purificacion mas perfeccionado. Su eficacia es superior al Gavac y produce
mayores titulos de anticuerpos (Valdés et al., 2005).

Otra formulacion que se ha venido desarrollando es la TickVac MK, la cual emplea un
antigeno crudo obtenido de la totalidad de la proteina natural de larvas de B. microplus
(Betancourt et al., 2004).

[.2.3 Control genético

Este método se basa en la utilizacibn de razas que muestran mas resistencia a las
garrapatas. En términos generales se puede definir como la aptitud del huésped para
imponer limitaciones sobre el parasito en cualquier etapa de su relacion (Parras et al., 1999).
De igual forma, Cardozo y Franchi (1995) la definen como la capacidad del huésped para
limitar el nimero de garrapatas que alcanzan el estadio adulto. La resistencia es adquirida
como respuesta al ataque de garrapatas y dura toda la vida. Segun estos autores, aumenta
con la densidad de garrapatas y es hereditaria. Los terneros que nacen de madres
resistentes estan protegidos hasta el destete.

Es posible desarrollar rebafios resistentes del Bos taurus a partir de individuos
excepcionalmente resistentes, pero se necesitan muchos afios para lograrse. La resistencia
puede conseguirse mas rapidamente a partir de entrecruzamientos con bovinos Bos indicus.
En general, se considera que se requiere de un 50% de sangre de Bos indicus para lograr
una resistencia adecuada (Rivera, 1996).

La alta mortalidad de garrapatas que se da durante el ciclo parasitario oscila entre el 30 y
40% en vacunos Bos taurus altamente susceptibles al B. microplus. La muerte de las
garrapatas esta determinada por la resistencia del huésped en que se alimente. Los
porcentajes de sobrevivencia van de 0, en animales que no son huéspedes habituales o que
han desarrollado fuerte resistencia, a 40% en vacunos susceptibles. La mortalidad ocurre,
aparentemente, en las primeras 24 horas de fijadas al hospedador y en menor medida en el
establecimiento de estadios evolutivos posteriores. Estos porcentajes de sobrevida fueron
medidos en B. microplus en las distintas razas de vacunos y en varias condiciones (Cardozo
y Franchi, 1995).
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1.2.4 Control fisico o natural

Se ha comprobado que B. microplus en su etapa de vida libre depende, en gran medida, de
las condiciones externas de humedad y temperatura, por lo que los pastoreos intensivos
reducen la cobertura vegetal y pueden limitar la sobrevivencia de huevos y larvas. Las
teleoginas que caen al suelo procuran un lugar protegido de los rayos solares para iniciar su
postura. Por lo tanto influye la composicion del tapiz vegetal donde cae la hembra repleta
para encontrar esa proteccion; es por ello que los campos sucios con arbustos y malezas
proporcionan condiciones favorables para que B. microplus complete su ciclo bioldgico.
Investigaciones realizadas en Colombia determinan que la supervivencia larvaria de la
garrapata fluctia entre 30 y 60 dias promedio, resultados que permiten recomendar un
manejo rotacional de potreros con periodos de descanso no menos de 30 dias, siendo el
ideal de 45 dias (Parras et al., 1999).
Al mismo tiempo hay que tener en cuenta que la mejora del pasto tiene un efecto indirecto,
ya que al mejorar el estado nutricional de los animales, éstos pueden desarrollar la
capacidad de soportar mayores cargas parasitarias sin pérdidas de produccion (Rivera,
1996).
Por otra parte, en los sistemas de pastoreo muchos son los enemigos naturales que se han
registrado como reguladores de las poblaciones de garrapatas, los mas importantes parecen
ser las hormigas, hay referencias en Australia de los géneros Iridomyrmex, Asphaenogaster y
Pheidole como depredadores de adultos repletos en el suelo (CSIRO, 1959). Ademas hay
referencias que las hembras de A. cajennense y de B. microplus son atacados por
Solenopsis germinata (Cerny, 1969).
Verrisimo (1995) sefiala cuatro especies de hormigas, entre ellas, Solenopsis saevissima
como el mas importante biorregulador de B. microplus, también depreda A. cajennense y R.
sanguineus. En segundo lugar refiere la especie Camponotus rengeri, que presenta mayor
actividad forrajera al anochecer y al amanecer y la hormiga Ectatomma quadridens que ataca
a las garrapatas menos desarrolladas o menos ingurgitadas, principalmente en dias
hamedos.
En Cuba son varios los autores que sefialan a Pheidole megacephala como un regulador de
huevos de B. microplus (Vega y Diaz, 1982; Castifieiras et al., 1987; Rijo et al., 1992).
Ademas, Rodriguez et al. (1983) observaron las poblaciones de A. cajennense atacadas por
el mismo depredador.
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También se han observado otros controles naturales, Costa Lima (1915) encontré ninfas de
R. sanguineus parasitadas por el himenoptero Hunterellus hookeri, posteriormente Alfeev y
Klimas (1938) estudiaron en la antigua URRS, Hunterellus hookeri, parasito procedente de
los EE.UU. y comprobaron que las ninfas de Ixodes ricinus y de Dermacentor marginatum,
eran parasitadas por H. hookeri.

Los artropodos no son los Unicos reguladores bioldgicos de las garrapatas, hay otros
depredadores como es la regulacion que el propio huésped ejerce mediante el lamido o
rascado de su piel; las aves también actian al deprimir las poblaciones del ectoparasito al
igual que las ratas y los ratones (Barnett, 1961).

Ademas de lo expresado anteriormente, Sutherst et al. (1978) sefialan que las aves pueden
elevar la eficiencia de los programas de control integrado de garrapatas, sobre todo
Buphagus spp. Por otra parte, Bezuidenhout y Stutterheim (1980) estudiaron 53 ejemplares
de Buphagus erythrorhynchus y encontraron que habian ingerido 21 641 ixodidos, de los
cuales los géneros Boophilus y Rhipicephalus fueron més representados.

Norval y Mc Cosker (1983) comunicaron que el lagarto arcoris (Mabuyu quinguetaeniata
margarifer) es capaz de ingerir hembras repletas de A. hebraeum.

En el ecosistema existen, ademas, reguladores biolégicos de garrapatas que estan en el
grupo de los entomopatégenos, Samsinakova et al., (1974) encontraron una hembra de
Ixodes ricinus con micelios de Beauveria tenella cerca de la boca y en la region ventral.
Romafa et al. (1987) probaron 14 aislamientos de hongos entomopatdgenos (Beauveria
bassiana, B. brongiartii, Metarhizium anisopliae, Nomuraea rileyi y Paecilomyces fumoso-
roseus), para controlar larvas del primer estadio de Rhodnius prolexus con mortalidad que
varié entre 30 y 100%.

En ese mismo afio, en Cuba, Castifieiras et al. demostraron la efectividad de dos
aislamientos de B. bassiana y tres de M. anisopliae que eliminaron el 92% de los huevos en
15 dias, en condiciones de laboratorio. Mas recientemente Monteiro et al. (1994) sefalaron
un control del 97 y 100% con los aislados de M. anisopliae sobre partenoginas de B.
microplus a nivel de laboratorio, en el mismo afio Bittencourt et al. Evaluaron, en condiciones
controladas, el efecto del entomopatégeno M. anisopliae sobre huevos y hembras repletas de
B. microplus y demostraron que el hongo provoca alteracion significativa en la fase no

parasitica de la garrapata.

18



%2;/)/7///0 7. Revisicn éz’éﬁ(yﬂﬁ{ﬂ

Correira et al. (1994) encontraron que el hongo M. anisopliae presentdé mayor patogenicidad
a las partenoginas de B. microplus a medida que aumentaba la concentracion del
biopreparado.

Por otro lado, Samish y Glazer (1992) evaluaron en condiciones de laboratorio la accion
reguladora de diferentes concentraciones de Steinernema carpocapsae a B. microplus, e
indicaron un 100% de mortalidad a los dos dias de infestado el ectoparasito, con una
concentracion de 10 000 nematodos por placa.

Todos estos autores y otros tantos apuntan a que los ectoparasitos pertenecientes a la
familia Ixodidae estan expuestos a un gran niamero de reguladores biolégicos, lo cual permite
comprender por qué no son aun mayores los niveles de plagas que pululan en el ganado, si
tenemos en cuenta que el promedio de huevos que oviposita una hembra de B. microplus
esta alrededor de los 2 000 con una viabilidad por encima del 90% y las larvas pueden
permanecer largo tiempo sin ingerir alimento, lo que les permite poder esperar hasta subir al

vacuno y pasar a la etapa parasitaria.

I.3 Entomopatdgenos. Principales caracteristicas

Las investigaciones con entomopatdgenos cada dia reciben mas atencion, debido a los
efectos permanentes que causan en poblaciones de insectos plagas de importancia
econodmica y por el uso potencial como agentes de control biolégico en programas de manejo
integrado (Samish y Rehacek, 1999). Esto ha originado un gran interés en su produccion
masiva, su formulacién y su comercializacion como insecticidas biologicos.

En Europa, Brasil, Venezuela y Cuba se han desarrollado formulaciones como B. bassiana y
M. anisopliae (CENICAFE, 1997). Estos hongos imperfectos tienen un gran potencial como
agentes de control bioldgico y actualmente se expenden en paises como Estados Unidos.
Las caracteristicas que son necesarias para que se puedan utilizar como plaguicidas son:

alta virulencia, rapida accion, estabilidad y seguridad para los trabajadores (MaCoy, 1990).

[.3.1 Taxonomia de los entomopatogenos

No plasmodiales y frecuentemente miceliales, por décadas se han considerado los
entomopatégenos en la division Eumycota dentro de la subdivisibn Deuteromycotina, clase
Hyphomycetes y orden Moniliales. Su reproduccion es asexual, por medio de conidios, es

comun en los Deuteromycotina y menos comdn en Basidiomycotinas. Toulloch (1976)
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estudid varias especies de este género y concluyd que solamente M. anisopliae y M.
flavoviride fueron aceptados como especie. Las cepas de M. anisopliae fueron caracterizados

por su produccion de esterazas (De Conti et al., 1980).

[.3.2 Caracteristicas de los entomopatdégenos

Los hongos de la clase Hyphomycetes son facultativos y pueden ser cultivados artificialmente
(Alexopoulos, 1952). Cuando las colonias de Maetharizium son nuevas, tienen apariencia
blanca, pero al madurar las conidias el color se torna verde olivo. Los conidioforos se
ramifican y a su vez forman cadenas de conidios, estas dan origen a masas miceliares. M.
anisopliae tiene dos tipos de esporas, la forma corta que es M. anisopliae variedad anisopliae
(conidia 3,5 — 9,0 um), y la espora larga, M. anisopliae var. major (conidia 9,0 — 18,0 um)
Tolloch (1976).

Las cepas de la variedad major son relativamente homogéneas, pero aquellas de la variedad
anisopliae son heterogéneas cuando se prueban con isoenzimas (Riba et al., 1986). Ya que
estas cepas son consideradas como una promesa en el control biolégico porque son de
esporulacion rapida y producen micotoxinas, se degradan mucho mas rapido que las cepas
menos virulentas (Al-Aidroos y Sheifert, 1980). Los hongos entomopatdgenos también
producen metabolitos secundarios, los cuales actian como micotoxinas (Roberts, 1997), los
cultivos de M. anisopliae contienen cyclodepsipeptidos, destruxinas A, B, C, D y E. También
la desmethyldestruxin B (Kodaira, 1961, 1962; Tamura et al., 1994; Suzuki et al., 1966,

1970), las destruxinas han sido consideradas como una nueva generacion de insecticidas.

1.3.3 Caracteristicas de virulencia de los entomopatdégenos

Las condiciones climaticas impiden o favorecen que los agentes de control bioldgicos
alcancen su potencial pleno en el control, por su sensibilidad a los cambios de temperatura y
humedad (Kaaya y Gaugler, 1993), ya que la aplicacion de los organismos entomopatégenos
puede ser eficaz, en dependencia de la especie y cepa, ya que presentan diferencias en la
vivencia y la virulencia, segun el ambiente donde se les aplique (Barker y Koenning, 1988).

Existen factores que afectan la virulencia de los agentes de control biolégicos, tales como: el
sustrato de crecimiento (Genthener et al., 1977), la viabilidad y concentracion de conidias, asi
como la alimentacion del hospedero (Knutson y Gilstrap, 1990). Otros autores refieren que la

luz solar, la humedad ambiental, la temperatura y algunos productos quimicos afectan la
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virulencia, el desarrollo y la esporulacion de los entomopatdégenos (Genthner et al., 1977;
Ferron, 1978; Noma y Strickler, 1999; Rath, 2000), esto causa que la mortalidad de la plaga
disminuya en la medida que la temperatura aumenta (Inglis et al., 1999). Sin embargo, otros
autores sefalan que en temperaturas altas, aunque los entomopatogenos sobreviven, tienen
un control muy bajo (Rath, 2000).

Robers y Campbell (1977) atribuyen que el principal factor que limita al desarrollo de los
entomopatdgenos es la temperatura y esta tiene un efecto principal en todas las actividades
celulares. Por debajo de 0°C los hongos y bacterias generalmente sobreviven, pero
raramente crecen, o bien estan en latencia y expuestos a mas de 40°C, la mayoria de los
organismos detienen su desarrollo y mueren rapidamente.

Dentro de esta variacion de temperaturas, el crecimiento puede aumentar o disminuir, en
dependencia del aislamiento, la cepa y la especie (Ouedraogo et al., 1997; Bidochka et al.,
1998; Rath, 2000), aun dentro de una misma especie los rangos son muy variables y los
optimos de temperatura se disminuyen de manera muy diferente entre las cepas, por ejemplo
M. anisopliae, el 33% de los aislados se desarrollan dentro el rango de 8-11 y de 35-37°C,
pero se ha observado que tiene un notable crecimiento a 35°C (Fargues et al., 1992). P.
fumosoroseus cepa Apopka 97 PFR 97, CG170, ATCC20874 no crece a temperaturas por
encima de 32°C por lo que a esas temperaturas se considera no patogénica a humanos, no
dafiino a aves, escarabajos y un amplio rango de artropodos (COMISION EUROPEAN,
2002). Otras cepas se desarrollan en el rango de 11 a 32°C y temperaturas menores o
iguales a 25°C estimulan un mayor crecimiento (Ouedraogo et al., 1997).

Ferron (1978) y Fargues et al. (1992) refieren que la temperatura 6ptima para el desarrollo de
los entomopatdégenos no es necesariamente la misma para el desarrollo de la enfermedad.
De igual forma el porcentaje de infeccion esta directamente relacionado con la temperatura,
por ende, la presencia de temperaturas bajas provoca que el tiempo de desarrollo en el
hospedero sea mayor (Guzman y Axtell, 1987), por lo que retardan de manera significativa la
micosis sin afectar la mortalidad (Ferron, 1978).

Por otra parte, la humedad relativa también puede afectar la longevidad de los conidios
(Hong et al., 1999). Por ejemplo para los Hyphomycetes el rango de sobrevivencia de
conidias esta entre 50 y 60% de HR, para M. flavoviridae (Games y Rozsypal) 34% para B.
bassiana y P. Farinosus (HolmsK) A.H.S. y G.Sm. y los conidios de M anisopliae sobreviven
en humedades bajas y altas (Ferron, 1978); HajeK et al., (1994) y Samish y Rehacek, (1999)
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sefialan que por su distribucion mundial y su amplia dispersion, se encuentran en la mayoria
de los habitats. Por lo que son propagados y almacenados con facilidad, lo que los hace
atractivos como bioplaguicidas de contacto (Hwang, 1968; Hong et al., 1999; Shah et al.,
1999).

1.3.4 Mecanismo de accion

Los hongos actlan por contacto, invaden el cuerpo del insecto y causan la muerte
(Fernandez, 1997). La forma de penetracion de los hongos es generalmente a través del
tegumento del hospedero (Fargues y Vey, 1974; Zacharuk, 1981), existen casos particulares
en que los orificios naturales como: tracto digestivo, las partes bucales, el orificio anal, tracto
genital y la trAquea o espiraculos son usados por el hongo para su invasion (Delmas, 1973;
Schabel, 1976).

El proceso se inicia cuando el conidio o esporas se adhiere a la superficie del insecto y por
atraccion de las enzimas llamadas lipasas y quitinazas desarrollan una clava que penetra la
epicuticula y la cuticula, libera enzimas téxicas que llegan a la hemolinfa, lo que produce la
muerte del insecto, el hongo continua invadiendo y colonizando el interior del cadaver hasta
gue lo invade completamente, manifestando desarrollo micelial externamente para luego
esporular (Charnley, 1992; Galindo, 2005).

Una vez que el hospedero muere, los hongos emergen de su cuerpo para producir conidias,
las cuales son llevadas por el viento, la lluvia o por otros insectos y pueden expandir la
infeccidon. Los insectos enfermos dejan de alimentarse, caen en estado letargico, pueden
morir relativamente rapido, en unos cuantos dias, estos pueden ser encontrados sobre el
follaje o el suelo, cubiertos por micelios y emergiendo por las articulaciones y segmentos del
cuerpo (Galindo, 2005).

El proceso de infeccion de los entomopatdgenos sobre los ixodidos, principalmente en la fase
de huevo, se inicia con la adhesion de la espora sobre el corion y después de dos a cuatro
dias se observan las hifas de forma filamentosa emergiendo del huevo. Estas son de color
verde olivo para M. anisopliae, blanco algodonoso para B. bassiana y rosado para P.
fumosoroseaus (Galindo et al., 2001).

En adultos ixédidos y dipteros es poco conocido su mecanismo de infeccién. Samsinokova et
al. (1974) senalan que los adultos infectados por hongos no muestran signos particulares

previos, solo hasta después de su muerte, cuando las condiciones higrotérmicas son
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adecuadas, el hongo emerge del interior del tegumento para formar cuerpos hifales y
posteriormente esporulan en la superficie, transformandose en un nuevo foco de infeccion.
La importancia del control biolégico con entomopatdgenos, en huevo de garrapatas, radica
en que este primer estado biologico esta como fase libre en pradera y no ha causado dafio al
hospedero, por lo que en este periodo pudiera implementarse la aspersion de estos hongos
en pradera para su control, ademas de que la fase de huevo es mas susceptible a los hongos
(Galindo, 1988; Lezama y Hernandez, 1989).

Onofre et al. (2001) refieren que el hongo M. flavoviride var. flavoviride cepa CG291 efectiva
en adultos de B. microplus con las concentraciones de 1x10’ y 1x10® conidias/mL incubadas
a 27°C y 80% de humedad relativa por 7 dias demostré que reduce la ovoposicién y el
porcentaje de eclosion en 100% de control. Para la garrapata adulta Rhipicephalus
appendiculatus (Kaaya et al., 1996) encontré que M. anisopliae y B. bassiana inducen altas
mortalidades de hembras confinadas en la oreja sobre becerros de cebu, asi como en
condiciones de laboratorio y bolsas de nailon (tetrapacks) en campo, las modalidades fueron

simulares.
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CAPITULO Il. MATERIALES Y METODOS

Localizacién

Las investigaciones se realizaron en el Laboratorio de Parasitologia y en el Mdédulo de
Investigacion-Produccion Bovina de la Estacion Experimental de Pastos y Forrajes "Indio
Hatuey”, ubicada en el Central Espafia Republicana, (Perico, Matanzas) a los 22°48'7" de
latitud Norte y los 81°1' de longitud Oeste y a 19,01 msm.

Las investigaciones se realizaron en dos experimentos:

Experimento |

Evaluacion de diferentes medios biolégicos sobre las fases del ciclo de vida de las
garrapatas a nivel de laboratorio

Experimento Il

Determinacion de los efectos de los medios bioldgicos en la prevalencia de las garrapatas en
vacas en pastoreo

Esta tesis fue financiada por el proyecto “Utilizacibn de la medicina alternativa en los
sistemas ganaderos”, del Programa de Ganado Mayor del Ministerio de la Agricultura
(MINAGRI).

Descripcion de las investigaciones
Experimento |
Tratamientos

Se evaluaran tres medios biologicos Bacillus turhingiensis, Verticillium lecanii y Beauveria
bassiana, con la utilizacion de un disefio experimental totalmente aleatorizado, con cinco
réplicas para cada uno.

En cada medio biolégico se evallo su efecto sobre las diferentes fases del ciclo de las
garrapatas (huevos, larvas y adultos). Ademas se utilizd un tratamiento control basado en la
aplicacion de agua destilada.

Se selecciond la especie Boophilus microplus para la realizacion de los estudios in vitro a
partir de los resultados del diagnostico inicial del rebafio, donde se mostr6 como la especie

de mayor representatividad.
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Descripcion de los medios bioldgicos

Los medios bioldgicos utilizados fueron producidos en el Laboratorio de Controles Bioldgicos
de la CPA 6to. Congreso Campesino, en el municipio de Colén. Centro de referencia
nacional en la produccion de entomopatégenos.

A. Bacillus turhingiensis. Bacteria. Su reproduccion se realiza sobre cabecilla de arroz,
enriquecida con sales de hierro, magnesio, manganeso y con carbonato de calcio. Se
aplica 10 mL, proveniente de un preindculo con una concentraciéon de 10°’ esporas por
mL de solucién, por cada 120 g de cabecilla humedecido y esterilizado en autoclave a 120
grados y 1,5 ATM de presion. Después se deja reposar durante tres dias y posteriormente
es cosechado, secado y envasado con un titulo final de 10° esporas/mL.

B. Verticillium lecanii. Hongo. Su reproduccion se realiza sobre cabecilla de arroz. Se aplica
20 mL, proveniente de un preinéculo con una concentracién DE 10%' esporas por ml de
solucioén, por cada 120 g de cabecilla humedecido y esterilizado en autoclave a 120 grados
y 1,5 ATM de presiéon. Después se deja reposar durante 5 - 7 dias y posteriormente es
cosechado, secadoy envasado con un titulo final de 10° esporas/mL.

C. Beauveria bassiana. Hongo. Su reproduccién se realiza sobre cabecilla de arroz. Se aplica
20 mL, proveniente de un preinéculo con una concentracién de 10%" esporas por mL de
solucioén, por cada 120 g de cabecilla humedecido y esterilizado en autoclave a 120 grados
y 1,5 ATM de presion. Después se deja reposar durante 5 - 7 dias y posteriormente es
cosechado, secadoy envasado con un titulo final de 10° esporas/mL.

Se utilizé una sola dilucion para cada uno de los medios biolégicos en estudios, los cuales se

hicieron a partir de productos madres con una concentracién de 10° esporas/mL,

considerando las recomendaciones establecidas por el Instituto Nacional de Sanidad Vegetal
para estos medios.

A continuacion se presentan imagenes relacionadas con la fase de produccion de los

entomopatogenos en el laboratorio de la cooperativa. A los cuales se les realizg, ademas, las

pruebas de control de calidad.
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Procedimiento experimental

Para la ejecucion de este experimento se colectaron suficientes cantidades de garrapatas
adultas ingurgitadas (repletas de sangre) en el momento del ordefio, las cuales fueron
divididas en dos grupos. El primero para la realizacion de las pruebas con adultos y el
segundo para la produccion de huevos y larvas.

En el caso de los huevos se evaluaron 100 ejemplares en cada réplica. Estos fueron
depositados sobre placas Petri y separados al estereoscopio con una pinza entomolégica
plastica para evitar los dafios en los huevos. Los medios bioldgicos se aplicaron por goteo
hasta que la masa de huevos quedo totalmente bafiada por cada medio.

Mientras que en las larvas y los adultos se utilizaran 50 ejemplares en cada réplica, que se
ubicaron igualmente en placas Petri, pero sobre cinta adhesiva, para evitar la movilidad de
cada uno de los individuos, a través del método de inmersion, en ambos casos, segun la
metodologia descrita por Rodriguez y Figueroa (2006).

A continuacion se presentan imagenes del montaje de las pruebas in vitro en el laboratorio.

Rl Lt ~Ek - o 2 ] . >
{/’; / | ” .; W’i‘ ;
Las evaluaciones se realizaron cada 24 horas por 30 dias posteriores a la aplicacion de los

medios bioldgicos.
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Mediciones experimentales

. Porcentaje de mortalidad de los huevos.

. Momento de eclosion.

. Momento de la muda a fase larvaria (en aquellos que logren sobre vivir).
. Porcentaje de mortalidad de las larvas.

. Definicién de las caracteristicas de vitalidad en las larvas.

. Porcentaje de mortalidad de los adultos.

.Momento de la puesta y caracteristicas de los huevos (en aquellos que logren sobre vivir).

I O T m o O W >

. Peso de la postura.

Definicidon de las caracteristicas de vitalidad en los adultos.

EXPERIMENTO Il
Tratamientos

Se evaluaran los dos medios biolégicos con mejores resultados a nivel de laboratorio,
mediante un disefio experimental totalmente aleatorizado.
A. Medio bioldgico I. Verticillium lecanii

B. Medio bioldgico Il. Beauveria bassiana

Procedimiento experimental

Se utilizaron 22 vacas en ordefio por tratamiento, a las cuales se le realizé un diagndstico
inicial para determinar el nivel de infestacibn por garrapatas e identificar las especies
presentes en el rebafio, a través del método de medicién por umbral al 100% de los animales
en estudio, segun la metodologia de Rodriguez y Figueroa (2006). Para la taxonomia se
utilizé las claves descritas por Parra et al. (1999).

Al igual que en las pruebas a nivel de laboratorio se utilizé una sola dilucién para cada uno
de los medios biologicos en estudio, los cuales se hicieron a partir de productos madres con
una concentracién de 10° esporas/mL.

El bafio de los animales se realiz6 manualmente con el empleo de una motomochila, a través
del método de aspersion hasta que los animales quedaron totalmente himedos, en el horario
de la tarde entre las 5 y las 6, después del pastoreo, para evitar la in activacion de los medios

por el efecto de las temperaturas.
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La concentracion fue de 40 g del medio biolégico por mochila en 16 litros de agua. Los
medios biolégicos fueron puestos a remojar previamente en intervalos de 6 a 8 horas, para

disolver las esporas en el medio liquido y aumentar su capacidad infestiva.

Iméagenes que muestran las condiciones y la aplicacion de los

medios bioldgicos a los animales

Cada grupo de animales fue dividido en dos subgrupos para la evaluacion de las frecuencias
de bafios (15 y 30 dias respectivamente), cada uno con 11 animales.

Las evaluaciones y recolecciones de muestras se hicieron en funcion de la frecuencia de los
bafios, con observaciones cada 7 dias.

Las garrapatas colectadas fueron trasladadas al laboratorio para estimar la puesta y el

porcentaje de eclosion.

Mediciones experimentales
Porcentaje de mortalidad de las garrapatas en funcion a la frecuencia de bafios.
Aparicion de nuevas fases vivas.

Porcentaje de eclosion y postura.

Andlisis estadistico

Para el analisis de varianza y los calculos de los estadigrafos de dispersion se utilizo el
paquete estadistico SSPS version 10.0.1 para Windows. Para la comparacion de las medias
se empled la décima de comparacion de rangos multiples de Duncan (Steel y Torrie, 1992),
para un nivel de significacién de P<0,05.

Estas variables fueron transformadas segun las directrices regulatorias europeas para
preparaciones ectoparasiticas (Thrusfield et al., 1997).
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CAPITULO Ill. RESULTADOS Y DISCUSION

EXPERIMENTO 1. Evaluacién de diferentes medios bioldgicos sobre las fases del ciclo
de vida de las garrapatas a nivel de laboratorio

Al evaluar el efecto de los medios biologicos sobre la mortalidad de garrapatas adultas
ingurgitadas o repletas (fig. 1) se pudo apreciar que existe un efecto positivo en todos los
tratamientos utilizados. Con los mejores resultados para Beauveria bassiana y Verticillium
lecanii (P<0,05) los cuales superaron el 90% de mortalidad pasado los 21 dias de aplicados
los medios bioldgicos. Mientras que, Bacillus turhingiensis solo alcanz6 el 68% de mortalidad

en igual momento.

%
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E Bacillus turhingiensis O Beauveria bassiana
O Verticillium lecanii ® Control

a, b Valores con superindices diferentes difieren a P<0,05 (Duncan, 1955) * P<0,05

Fig. 1. Por ciento de mortalidad de garrapatas adultas con la aplicacion de diferentes medios
bioldgicos.

Desde mediados del siglo pasado se reportd un importante grupo de reguladores biolégicos
en las garrapatas en los ecosistemas ganaderos. Samsinakova et al. (1974) encontraron la
presencia de micelios de Beauveria tenella cerca de la boca y en la region ventral del cuerpo
de hembras del género Ixodes y aseguré que este hongo posee excelentes potencialidades
para el control de las garrapatas. Aunque no es la misma especie que la utilizada en estas

investigaciones, sus mecanismos de accidn son similares a Beauveria bassiana.
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Por su parte, Rijo (2009) informa que la utilizacién de bioacaricidas a base de aislados del los
hongos Verticillium lecanii, Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae tiene una accion
micética que altera significativamente la fase no parasitica de la garrapata.

Asi mismo, Bustamante et al. (2009), al aplicar diluciones 1x10® conidias/mL en estadios
ninfales y adultos de B. microplus, observaron la muerte de las garrapatas después de 6 dias
de aplicacion de Verticillium lecanii y a los 8 dias con Beauveria bassiana. Sin embargo,
Rozas et al. (2009) aseguran que la mortalidad ocasionada a Boophilus microplus por
Beauveria bassiana (59,19%) es mas elevada que la producida por Verticillium lecanii
(46,95%).

Los resultados alcanzados en este estudio son similares a los reportados por Monteiro et al.
(1994) y Bittencourt et al. (1994), quienes sefalaron un control del 97% con el uso de M.
anisopliae sobre partenoginas y hembras repletas de B. microplus a nivel de laboratorio y
bajo condiciones controladas.

Por otra parte, Correira et al. (1994) informan que la patogenicidad de los hongos
entomopatdgenos, sobre garrapatas adultas, se incrementa en la medida que aumenta la
concentracion de los biopreparados. Al respecto es importante sefialar que estos estudios se
realizaron, en consideracion a los reportes realizados por el Instituto Nacional de Sanidad
Vegetal, pionero de estas investigaciones en Cuba, con una concentracion de 10°.

Sin embargo, nuestros resultados fueron menores que los informados por Samish y Glazer
(1992), quienes al evaluar en condiciones similares la accion reguladora de diferentes
concentraciones de Steinernema carpocapsae a B. microplus, observaron un 100% de
mortalidad a los dos dias de infestado el ectoparasito con una concentracion de 10 000
nematodos por placa. Al parecer porque este medio bioldgico no solo por su caracter
agresivo, sino porque su concentracion también es mas alta.

Por su parte, la figura 2 muestra el porcentaje de postura de las garrapatas bafiadas con
medios biolégicos pasado los 21 dias. EI menor porcentaje de postura fue para aquellas
tratadas con Beauveria bassiana, que solo alcanza el 23%, difiriendo significativamente
(P<0,05) de Verticillium y Bacillus con 37 y 52% respectivamente. Resultados que estan
estrechamente relacionados con los porcentajes de mortalidad, ya que muchas de ellas
mueren antes de alcanzar la puesta de sus huevos. Resultados similares fueron reportados

por Alvarez et al. (2003), pero al evaluar Verticillium lecanii y Metarhizium anisopliae.
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Mientras que el tratamiento control ovoposito el 98%, lo que indica que estos artrépodos
tienen una alta resistencia y adaptacibn al medio ambiente, aun en condiciones de
laboratorio. Segun Rodriguez (2009), pueden llegar a pasar varios meses sin alimentarse,
gracias a que poseen un exoesqueleto duro que recubre su cuerpo segmentado,
protegiéndolas de las condiciones adversas.

0,
100 % d

80 A

60 -

40 - b

20 A

Bacillus turhingiensis  Beauveria bassiana Verticillium lecanii Control

a, b Valores con superindices diferentes difieren a P<0,05 (Duncan, 1955) * P<0,05
Fig. 2. Porcentaje de postura a los 21 dias de la aplicacién de los medios biologicos.

Los hongos actian por contacto, invaden el cuerpo de las garrapatas para finalmente causar
su muerte (Fernandez, 1997). La forma de penetracion de los entomopatdgenos es
generalmente a través del tegumento del hospedero, con la utilizacion de mecanismos
enzimaticos y mecanicos, aunque también pueden utilizar sus orificios naturales, tales como:
tracto digestivo, partes bucales, orificio anal y traguea o espirdculos para su invasion
(Galindo, 2005).

Segun Galindo et al. (2001), los adultos infectados por entomopatégenos que no mueren se
les afecta significativamente el tracto genital, por lo que disminuye la cépula entre hembras y
machos, asi como la postura.

El proceso de postura (ovoposicidbn) comenzé aproximadamente entre los dias 9 y 10
similares a los reportados por Benavidez (1984) en Colombia y De La Vega (1985) en Cuba,
quienes informan que pueden extenderse hasta los 15 dias si las condiciones de temperatura

y humedad relativa no son constantes. Aunque segun estos autores el peso de las
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garrapatas puede incidir significativamente, ya que las garrapatas mas pesadas inician la
puesta en un lapso mas rapido que aquellas de un menor peso.

Al momento de la puesta, los huevos presentaban color amarillo pardo y forma ovoide, con el
paso del tiempo se comienza a preciar signos de deshidratacion y deformacién de sus
limites, con apariencia de desecacion, una coloracién intensa y puntos negruzcos en su
interior. Sin embargo, en el tratamiento control los huevos mantienen sus caracteristicas,
iniciandose la eclosion aproximadamente a los 25 dias, para pasar al estadio larval.

La aplicacion de los medios biolégicos tuvo un efecto significativo (P<0,001) en la
disminucion del peso de la postura en las hembras tratadas con respecto al tratamiento
control (fig. 3). Resultados similares fueron encontrados por Alvarez et al. (2003), en
investigaciones realizadas en Costa Rica, donde apreciaron pesos de 0,24, 0,43 y 1 g para

los tratamientos con Metarhizium anisopliae, Verticillium lecanii y control, respectivamente.

5 9

1,5 -
1.05d
14 0.89c
0.59b

0.5 4 0.43a

0 T T T 1

Bacillus turhingiensis Beauveria bassiana Verticillium lecanii Control

a, b Valores con superindices diferentes difieren a P<0,05 (Duncan, 1955) *** P<0,001

Fig. 3. Peso de los huevos en hembras tratadas con los medios biolégicos (g).

En todos los casos se observd una disminucién significativa, tanto en el nUmero de posturas
como en la cantidad de huevos por posturas. Sin embargo, la diferencia mas notoria la
representa el porcentaje de eclosion de los tratamientos con medios bioldgicos con respecto
al control. La figura 4, por su parte, muestra la eclosion de los huevos provenientes de dichas
garrapatas tratadas con medios biologicos. Los mejores resultados de no eclosion fueron
para Beauveria con 72%, seguidos de Verticillium con 68,6%. Sin embargo, el tratamiento
control alcanzé un 95% de eclosion.
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Bacillus turhingiensis Beauveria bassiana Verticillium lecanni Control

O % Eclosién @ % No Eclosiéon

a, b Valores con superindices diferentes difieren a P<0,05 (Duncan, 1955) * P<0,05

Fig. 4. Porcentaje de eclosion de los huevos provenientes de garrapatas tratadas con medios
biolégicos.
Por los resultados alcanzados en esta investigacion se ha podido apreciar que ambos
hongos afectan significativamente los procesos o fases de las garrapatas en su vida no
parasitaria. Los altos porcentajes de no eclosién estan estrechamente relacionados con las
afectaciones fisiol6gicas que provocan estos medios bioldgicos en el sistema reproductivo y
sobre la fertilidad de las posturas de las garrapatas, las cuales, aun cuando puedan
ovopositar sus huevos, son poco viables y vienen contaminados por esporas 0 por enzimas
téxicas, liberadas por los hongos, que producen la destruccion de los huevos sin que se logre
la eclosion a la fase larvaria (Charnley, 1992; Pérez y Patifio, 2009).
De manera general, el comportamiento de Bacillus turhingiensis, en todas las fases
evaluadas ha sido muy discreto, lo que significa que sus efectos como control biologico de
las garrapatas es menos significativo que los hongos entomopatdgenos.
Segun Junquera (2007), los estudios realizados con Bacillus turhingiensis (Bt) han tenido
poco efecto, ya que para afectar a las garrapatas debe ser fundamentalmente ingerida, pues
actla en el intestino. Esto puede ser la causa de que sus resultados no fuesen significativos
en comparacion con los deméas medios bioldgicos estudiados.
Por otra parte, las condiciones climaticas pueden impedir o favorecer que los agentes de

control biolégicos alcancen su potencial pleno en el control, aun en condiciones de
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laboratorio, por su sensibilidad a los cambios de temperatura y humedad (Kaaya y Gaugler,
1993), ya que la aplicacion de los organismos entomopatégenos puede ser eficaz, en
dependencia de la especie y cepa, por sus diferencias en vivencia y virulencia.

Al realizar esta investigacion, pero con la aplicacion de los medios biolégicos sobre huevos
recién puestos, se aprecio un efecto muy similar al de aquellos provenientes de garrapatas
bafiadas (fig. 5). Los mejores resultados fueron para Beauveria y Verticilium con una
supervivencia de solo el 8 y 11%, respectivamente, con respecto al tratamiento control que
alcanzé el 98%.

Resultados similares fueron reportados en las condiciones de Cuba por Castifeiras et al.
(1987), donde se demostré la efectividad de dos aislamientos de B. bassiana y tres de M.
anisopliae que eliminaron el 92% de los huevos en 15 dias, en condiciones de laboratorio
similares a las de esta investigacion.

Asi mismo, Bittencourt et al. (1994) informan porcentajes de mortalidad del 97% en huevos
expuestos al efecto de hongos entomopatdgenos, pero en estudios realizados a nivel de

laboratorio en Brasil.

100 b 98¢

80 -

60b
60 -

40

20 A
8a lla

15 dias

@ Bacillus turhingiensis O Beauveria bassiana O Verticillium lecanii @ Control

a, b Valores con superindices diferentes difieren a P<0,05 (Duncan, 1955) * P<0,05

Fig. 5. Viabilidad de los huevos expuestos a los diferentes medios bioldgicos a los 15 dias de
aplicacion.
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El proceso de infeccién de los hongos entomopatdgenos sobre la fase de huevo se inicia con
la adhesion de la espora sobre el corion y después de 2 a 4 dias se comienza a observar las
primeras hifas de forma filamentosa, que emergen de los huevos si las condiciones
ambientales son favorables para el desarrollo de los medios bioldgicos utilizados (Galindo et
al., 2001). Sin embargo, la pérdida de la viabilidad de los huevos se puede presentar sin la
aparicion de las hifas, las cuales pueden tardar. Estos cuerpos hifales posteriormente
esporulan en la superficie, transformandose en un nuevo foco de infeccién para aquellos que
no estan contaminados.

Al probar el efecto de los medios biolégicos sobre larvas provenientes de huevos sin
tratamientos, no se observaron diferencias significativas entre los medios Beauveria y

Verticillium, cuyos valores estuvieron por encima del 90% de mortalidad (fig. 6).

100 2 96.85a 93.23a

80 -

60 -

40 4

17b
20 A

10 dias

O Bacillus turhingiensis O Beauveria bassiana O Verticillium lecanii @ Control

a, b Valores con superindices diferentes difieren a P<0,05 (Duncan, 1955) * P<0,05

Fig. 6. Mortalidad de los huevos expuestos a los diferentes medios biologicos a los 15 dias de
aplicacion.

Estos resultados son similares a los encontrados por Romanfa et al. (1987), quienes probaron

14 aislamientos de hongos entomopatdogenos (Beauveria bassiana, B. brongiartii,

Metarhizium anisopliae, Nomuraea rileyi y Paecilomyces fumoso-roseus) para controlar

larvas del primer estadio de diferentes géneros de garrapatas, donde la mortalidad vario

entre el 30 y 100%.
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Por su parte, Rijo (2009) resalta no solo las propiedades ovicidas del hongo V. lecanii, sino
que informa una mortalidad del 100% de las larvas del ectoparasito por su accion micética al
producir la infestacion del 30-40% de la masa de huevos.

Los experimentos demostraron que los hongos entomopatdgenos matan a las garrapatas en
un alto porcentaje, con lo que afectan significativamente a las hembras en el momento de la
puesta de los huevos. Estos medios bioldgicos son altamente infectivos para cepas de
garrapatas susceptibles y resistentes a los organofosforados, asi ha sido demostrado en
investigaciones bajo condiciones de laboratorio por Alvarez et al. (2003) y Fernandez et al.
(2005), con la produccion de deficiencias nutricionales y dafios patolégicos de los tejidos

internos de la garrapata.
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EXPERIMENTO Il. Determinacion de los efectos de los medios biolégicos en el
comportamiento de las garrapatas en vacas en pastoreo

A partir de los resultados a nivel de laboratorio se hicieron ensayos en condiciones de campo
y se evalug el efecto de Beauveria bassiana y Verticillium lecanii en el comportamiento de las
garrapatas en vacas en pastoreo. Para lo cual se realizo una caracterizacion al inicio y final
del experimento de los géneros presentes en el rebafio (fig. 7).

Se pudo apreciar un predominio del género Boophilus dentro del rebafio en la fase inicial, sin
embargo, los porcentajes disminuyeron de un 92,3 a un 67,3%. Mientras que Amblyomma
manifesté una tendencia aumentar discretamente dentro del rebafio. Ambos géneros estan
ampliamente distribuidas por el mundo, especialmente en los paises tropicales y
subtropicales, donde afectan significativamente la produccion ganadera (Basco Basco et al.,

2008).
%
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® B. microplus O A. cajennense

Fig. 7. Géneros de garrapatas presentes en el rebafio lechero.

Al evaluar los intervalos de 15 y 30 dias para la realizacion de los bafios con los medios
biolégicos a los animales en pastoreo (figura 8 y 9) se pudo apreciar que para aquellos cuya
frecuencia era de 15 dias se manifiesta una disminucién lineal de la cantidad de garrapatas
promedios por cada animal. Siendo los mejores resultados para Beauveria bassiana con una
reduccioén del 69,14% con respecto a la carga inicial de garrapatas. Solo se apreciaron
diferencias significativas a los valores alcanzados por Verticillium lecanii, a partir de los 30
dias.
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Fig. 8. Evaluaciones en intervalos de bafios de 15 dias.

Sin embargo, en los intervalos de 30 dias la disminucién de la carga parasitaria no fue
apreciable en los animales, Beauveria bassiana mostré una discreta disminucion, mientras
que Verticillium lecanii, comienza aumentar ligeramente después de los 60 dias, pero sin

diferencias significativas.
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# de garrapatas
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Fig. 9. Evaluaciones en intervalos de bafos de 30 dias.
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Estos resultados, aunque con una tendencia similar, son inferiores a los informados por
Taylor (2008) al evaluar en Costa Rica el efecto del EM5 (microorganismos benéficos) en la
prevalencia de garrapatas en vacas lecheras en pastoreos, para el autor las afectaciones
principalmente se aprecian en el estadio de ninfa, donde este medio biologico al parecer
genera un proceso de deshidratacion, las cuales terminan por caerse secas de la piel de la
vaca.

Sin embargo, no coinciden totalmente con los reportados por Rijo (2009) quien observo en
investigaciones con novillos estabulados un efecto altamente significativo de productos
biolégicos a base de V. lecanii sobre los estados parasiticos de B. microplus, con una
reduccion total del ectoparasito al cuarto tratamiento.

En otras investigaciones con diferentes medios quimicos y biolégicos en condiciones de
produccién esta misma autora sefiala que frecuencias de 14 dias son los que mejores
resultados permiten cuando utilizamos medios de control de este tipo. Las cuales pueden
tener un mejor efecto en la medida que disminuimos la cantidad de dias entre los bafios.

Otra variable evaluada en los tratamientos fue el tiempo promedio de mortalidad (en dias) de
las garrapatas, causadas por Beauveria bassiana y Verticillium lecanii, encontrandose
mortalidad tanto de los estadios inmaduros como de las garrapatas adultas, de 8 y 9,2 dias

respectivamente para cada uno de los medios (tabla 1), sin diferencias significativas.

Tabla 1. Dias promedios de mortalidad en los tratamientos.

Tratamientos Dias promedios + DS
Beauveria bassiana 8 1,2
Verticillium lecanii 9,2 1,4

Las garrapatas muertas recolectadas de los animales fueron trasladadas al laboratorio y
fueron colocadas en camara humeda, pudiéndose detectar en las mismas, la presencia de
hifas de ambos hongos.

Asimismo se recolectaron adultos vivos de ambos tratamientos, registrandose la cantidad de
postura y su porcentaje de eclosion para determinar el efecto de los hongos sobre sus
progenies. En todos los casos se observo una disminucion significativa, tanto en el nimero

de posturas como en la cantidad de huevos por posturas. Aunque Verticillium lecanii
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presentd un mayor porcentaje de postura que Beauveria, los porcentajes de no eclosion
fueron similares (fig. 10).

Pérez y Patifio (2009) encontraron resultados similares a los nuestros cuando evaluaron los
medios por separado. Sin embargo, con las mezclas de Beauveria y Metarhizium alcanzaron
porcentajes cercanos al 82% de no eclosion a la fase larval, asegurando que la sinergia de
ambos bioldgicos se complementa al unirse, logrando resultados mas significativos, sin que

existan dafios para ninguno de los dos medios.

05 100
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60 - 53.7a
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Beauveria bassiana Verticillium lecanii
O Postura @ % Eclosion

Fig. 10. Postura y porcentaje de eclosién en los tratamientos.

Por todos es conocido que los medios bioldgicos reducen las poblaciones de los agentes
indeseables, no de forma espectacular como los productos quimicos, pero se llegan a
establecer en el medio y en el caso de los microorganismos forman epizootias en el
agroecosistema y no afectan en gran medida a la entomofauna beneficiosa; por ejemplo, V.
lecanii al igual que B. bassiana y M. anisopliae son inocuos a la hormiga Pheidole
megacephala, depredador de huevos, larvas y adultos de B. microplus para las condiciones
de Cuba (Rijo, 2009).

El efecto residual y la alta capacidad de dispersién de los hongos entomopatdégenos en el
medio le permiten que se reproduzcan en los diferentes huéspedes y en sus diferentes
generaciones; donde el viento, el agua, el suelo, los animales, los parasitoides y los
predadores juegan un papel importante en la diseminacion del inoculo. Sin embargo, las
condiciones ambientales, en especial la temperatura y la humedad relativa, pueden

determinar en gran medida sus dindmicas (Rath, 2000).
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Gracias a que las garrapatas estan expuestas a un gran nimero de reguladores biolégicos,
€S0 nos permite comprender por qué no son aun mayores los niveles de plagas que pululan
en nuestros sistemas ganaderos, si tenemos en cuenta la alta resistencia de estos
ectoparasitos y su capacidad para reproducirse, con una viabilidad por encima del 90%.

Pero los resultados nos dicen que los bioldgicos no deben mirarse ni compararse con los
efectos inmediatos que se alcanzan con los productos quimicos. Pues su efecto es hacia el
futuro, en donde no solo actia sobre el artrépodo presente sino que afecta su progenies,
volviéndolos mas débiles y menos numerosos. Estos son los llamados efectos subletales.
Esta disminucion es factible en funcién de la presencia de esporas de los microorganismos
en los sistemas de explotacién pecuarios, o que permite una accion de control de relativa
permanencia (Pérez y Patifio, 2009).

Por otra parte, De Moura Souza et al. (2005) y Ortiz y Franco (2005) afirman que los métodos
de forma aislada resultan totalmente eficaces en el control de los ixodidos. Sin embargo,
Polanco (2001) refiere que sélo un manejo integrado, donde se combinen arménicamente los
diferentes métodos, resulta verdaderamente efectivo en el control de estos ectoparasitos.
Ortiz y Franco (2005) exponen que un programa de control, con base en la aplicacion de
bafios con acaricidas combinados con medios bioldgicos y la aplicacién de inhibidores del
crecimiento, es una tactica que abate las poblaciones de garrapatas y alarga la vida util del
recurso bafo.

De Moura Souza et al. (2005), en un estudio realizado en Brasil, refieren que antes del
empleo de la lucha integrada (bafios acaricidas y vacunaciéon) ascendian a 20 bafios
ixodicidas como promedio anual; sin embargo, después del primer afio de combinar el
método quimico y el bioldgico, el nimero de bafios se redujo a 12, para realizar solamente
tres bafios al cabo de los tres afios de emplear la combinacion de los métodos de lucha.
Polanco (2001) comprobd que con la utilizacion de un manejo integrado contra las garrapatas
no solo se obtuvo un control superior de los ixddidos, sino que también se logro espaciar el
intervalo entre bafios acaricidas de 49,9 dias (en el grupo donde soélo se aplica el método
quimico) a 170,4 dias (en el grupo donde se aplica la combinacién del método quimico y el
control inmunolégico mediante Gavac); al tiempo que reportd reducciones considerables de
la morbilidad y mortalidad por babesiosis. Este autor explica que la aplicacién de la lucha
integrada arrojé una ganancia general de 34 558,46 pesos, una reduccion de pérdidas del

25,17 % y una tasa de beneficio costo de 1,36 pesos.
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CONCLUSIONES

» Los mayores porcentajes de mortalidad en adultos, a nivel de laboratorio, se
correspondieron con la aplicacion de los medios biologicos Beauveria bassiana y
Verticillum lecanii, los cuales difirieron significativamente de Bacillus turhingiensis.

» La aplicacion de los medios biolégicos tuvo un efecto sobre la postura de la garrapata y la
cantidad de huevos por postura, asi como sobre la eclosion y viabilidad de las larvas.

» El medio Beauveria bassiana mostro los mejores resultados en la disminucién de la carga

parasitaria por garrapatas en los animales en pastoreo.
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RECOMENDACIONES

» Profundizar en los estudios a nivel de laboratorio sobre el efecto de los medios bioldgicos
en otros géneros.

= Ampliar las investigaciones sobre la frecuencia de los bafios, el momento y la carga
parasitaria.

» Estudiar el efecto de los medios bioldgicos sobre la fase no parasitaria de la garrapata.

» |Impacto de los medios biologicos sobre la fauna del suelo.
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