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RESUMEN

El trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Sanidad Vegetal de la Facultad de Agronomia de la
Universidad Agraria de la Habana, Cuba, con el objetivo de determinar la efectividad in vitro de
aislados de Beauveria bassiana sensu lato (Vals.) Vuill sobre huevos y neolarvas de Rhipicephalus
microplus Canestrini. Los tres aislados evaluados resultaron efectivos, con mas de un 85 % de
mortalidad sobre las neolarvas del ectoparasito, a los 12 dias de aplicados, y en el caso del aislado
B se evidencio un marcado efecto de la concentracion de conidios en la suspension sobre la eclosion
de huevos que resultdé nula en la mayor de las concentraciones utilizadas, y sobre la mortalidad
de las neolarvas de la garrapata que fue superior al 90 % a partir de las concentraciones de 107
conidios mL-".
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ABSTRACT

The present project was developed in the Plant Protection Laboratory of the Agronomy Faculty of
the Agrarian University of La Habana, Cuba, to determinate the in vitro effectivity of some isolates
of Beauveria bassiana sensu lato (Vals.) Vuill. on eggs and neolarvae of Rhipicephalus microplus
Canestrini. The three isolates evaluated were effective, with more than 85 % mortality over neolarvae
of the ectoparasite, 12 days after application. In the case of the B isolate a strong effect of the
conidia concentration in the suspension over the eclosion of eggs was evident, wich was null in the
highest of the concentrations used, and the mortality of tick neolarvae, that was superior to 90 % with
concentrations over 107 conidia mL".
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INTRODUCCION

La garrapata  Rhipicephalus  microplus que se encuentra con frecuencia en bovinos,
Canestrini es un ectopardsito hematdfago principalmente en las regiones tropicales y
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subtropicales. Es muy importante por las pérdidas
que ocasiona y su gran capacidad de adaptacion
(Pulido y Cruz, 2013; Valdez et al., 2014,
Yessinou et al., 2016). Dentro de los efectos
adversos producidos por este ectoparasito, se
destaca la transmision de microorganismos los
que causan dafio. Asi mismo, induce anemia, dafio
de la piel y estrés; esto ultimo conduce a anorexia,
disminucion de peso y pérdidas econdmicas en
los sistemas de produccion animal (Pulido y Cruz,
2013; Napoles et al., 2013).

A pesar de que en el ambito mundial se han
utilizado diferentes estrategias para controlar
estos ectoparasitos, a través del manejo integrado
con control inmunolégico por medio de vacunas,
hongos, etc., el método mas empleado incluye
el tratamiento con compuestos quimicos como
piretroides, organofosforados, carbamatos. Sin
embargo, el uso indiscriminado de estos productos
ha favorecido su residualidad en diferentes
componentes del ecosistema y la seleccion de
poblaciones de garrapatas resistentes, hasta hacer
ineficaz su uso (Dominguez ef al., 2016).

En Cuba, se ha generalizado el método de control
integrado contra dicho ectoparasito; no obstante,
existen informes de la resistencia desarrollada
frente a los acaricidas de sintesis, por lo que se
hace necesario replantear las estrategias utilizadas
actualmente para su control. Dichas estrategias
incluyen la aplicacion de vacunas antigarrapatas
y hongos entomopatogenos (Napoles et al., 2013;
Moncada et al., 2015).

Los hongos entomopatdégenos han sido
investigados por su potencial en el control
biologico de garrapatas debido a su capacidad de
penetrar en el tegumento de estos ectoparasitos
(Dominguez et al., 2016). En particular,
Beauveria bassiana sensu lato (Vals.) Vuill.
es eficaz en el control de varias especies de
garrapatas, incluyendo a R. microplus, por lo que
es un posible agente de control biologico de esta
especie (Murigu et al., 2016).

Teniendo en cuenta lo anterior se propuso la
realizacion del presente trabajo con el objetivo
de determinar la eficacia in vifro de aislados
de B. bassiana sobre huevos y neolarvas de R.
microplus.

MATERIALES Y METODOS

Eltrabajo serealizo en el Laboratorio de Sanidad
Vegetal de la Facultad de Agronomia, Universidad
Agraria de La Habana “Fructuoso Rodriguez
Pérez”, San José de las Lajas, Mayabeque, Cuba.
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Los aislados fingicos utilizados y su origen,
fueron los siguientes:

e B: B. bassiana, aislado a partir de adultos
de Atta insularis (Giierin), recolectados
en zonas cafieras del municipio de San
Nicolas de Bari.

e B,: B. bassiana, aislado a partir de adultos
de Hypothenemus hampei (Ferrari)
recolectados en campos de cafeto del
municipio San José de las Lajas.

e B.. B. bassiana, cepa LBB-1, utilizada
en los Centros de Reproduccion de
Entomofagos y  Entomopatogenos
(CREE).

o LI: Lecanicillium lecanii (Zimm.) Zare y
Gams, cepa Y-57, utilizada en los Centros
de Reproducciéon de Entomofagos y
Entomopatogenos (CREE).

Para la obtencion de los huevos y neolarvas
de R. microplus, se recolectaron hembras
ingurgitadas sobre hembras de Box taurus de la
raza Holstein en la finca “El Jobo” municipio
Caimito, provincia Artemisa, las cuales fueron
llevadas, el mismo dia, al laboratorio y sometidas
a un proceso de seleccion sobre la base de
su movilidad, tamafio y color, para buscar la
homogeneidad. Posteriormente fueron colocadas
individualmente en placas Petri, Esto se hizo
para facilitar la obtencidon y manipulacion de los
huevos y neolarvas.

Eficacia de diferentes aislados de B. bassiana'y
L. lecanii sobre neolarvas de R. microplus

En este ensayo se utilizaron neolarvas de R.
microplus obtenidas en el laboratorio como se
describi6 anteriormente, de 7-10 dias de edad, no
alimentadas.

Ademas, fueron probados los cuatro aislados
fingicos ya relacionados, para lo cual se dispuso
de colonias en placas Petri, de 14 dias de edad, bien
esporuladas, a partir de las cuales se prepararon
suspensiones en agua destilada estéril méas Tween
80 al 0,05 %, en frascos Erlenmeyers. Después
de homogenizadas las suspensiones en un
agitador Vortex, se procedid al conteo mediante
la camara de Neubauer, quedando establecidos
los siguientes tratamientos:

B,: 2,0 x 10° conidios mL"'

B,: 2,3 x 10®conidios mL"!

B: 2,3 x 10°conidios mL"!

LI: 1,9 x 10% conidios mL"!

Control: Agua destilada y estéril mas
Tween 80 al 0,05 %
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Las neolarvas fueron tratadas por inmersion
durante 1 min en las suspensiones conidiales de los
distintos aislados, y posteriormente se colocaron
de 20 a 25 de ellas en frascos de vidrio de 30 mL
tapados con cinta de laboratorio (Parafilm “M”®)
perforada con una fina aguja para permitir el
intercambio gaseoso.

Los tratamientos se distribuyeron segin
un disefio completamente aleatorizado con
cinco tratamientos y cuatro repeticiones, y las
evaluaciones se realizaron a los 6 y 12 dias,
contando el numero de neolarvas muertas,
expresando el resultado como porcentaje de
mortalidad. Se consideraron muertas aquellas
neolarvas que no se movian al ser estimuladas con
un pincel.

Los resultados obtenidos fueron transformados
segun la expresion aseno (p)’2 y procesados
mediante un analisis de varianza de clasificacion
simple comparandose las medias a través de la
prueba de Tukey con un nivel de significacion del
5% (SAS INSTITUTE, 2009).

Efecto de diferentes concentraciones de conidios
del aislado B, de B. bassiana sobre huevos de R.
microplus

En este ensayo se utilizaron huevos obtenidos
en el laboratorio, como ya se describio, de 5-7
dias de edad, y el aislado B, de B. bassiana. En
general, se siguid el procedimiento descrito en el
ensayo anterior, pero los tratamientos aqui fueron
suspensiones de conidios del hongo con distintos
niveles de concentracion: 2,1 x 10%, 2,1 x 108, 2,1
x 107,2,1 x 10, 2,1 x 105, 2,1 x 10*conidios mL".
Se us6 un control con agua destilada y estéril mas
Tween 80 al 0,05 %.

Se utilizé un diseno completamente aleatorizado
con siete tratamientos (concentraciones) y cuatro
repeticiones. Cada repeticion con 20-25 huevos.
La evaluacion se realizo a los 28 dias, contando el
numero de larvas, a partir de lo cual se determino
el porcentaje de huevos eclosionados.

Los datos obtenidos fueron transformados segun
la expresion aseno (p)’2 y procesados mediante
un andlisis de varianza de clasificacion simple
comparandose las medias a través de la prueba de
Tukey con un nivel de significacion del 5 % (SAS
INSTITUTE, 2009).

Efecto de diferentes concentraciones de conidios
del aislado B, de B. bassiana sobre neolarvas de
R. microplus

Los procedimientos para el montaje, incubacion
y procesamiento de los datos fueron similares a

los descritos en el primer ensayo y la evaluacion
del porcentaje de mortalidad se realizé alos 7y 14
dias. El criterio de mortalidad de dichas neolarvas
fue que no respondian al ser estimuladas con un
pincel.

RESULTADOS Y DISCUSION

Eficacia de diferentes aislados de B. bassiana 'y
L. lecanii sobre neolarvas de R. microplus

En este ensayo los tres aislados de B. bassiana
y la cepa Y-57 de L. lecanii fueron capaces de
infectar neolarvas de R. microplus y provocar la
muerte de las mismas.

Los analisis estadisticos mostraron que existen
diferencias altamente significativas entre los
tratamientos en los dos momentos evaluados. En
la tabla 1, se puede observar que a los 6 dias la
mayor mortalidad se logré con el aislado B, de
B bassiana y la cepa de L. lecanii, sin diferencias
estadisticas entre ellas, pero si con el resto de los
tratamientos que no se diferenciaron entre ellos
ni del control. Segiin Dominguez et al. (2016) al
aplicar B. bassiana, a los 10 dias la mortalidad
estuvo entre un 20 y un 50 %.

A los 12 dias, los tres aislados de B. bassiana
lograronaltos porcentajes de mortalidad, superiores
al 85 %, sin diferencias estadisticas entre ellos,
pero si con la cepa de L. lecanii que también logrd
una alta mortalidad. Es de destacar que desde hace
algunos aflos ya se habian informado resultados
de la efectividad de L. lecanii en el control de
esta especie de garrapata, incluso superior a la
de B. bassiana (Rijo, 2009). Més recientemente,
también se ha informado sobre el buen efecto de un
grupo de cepas de la especie sobre el ectoparasito
(Aleman et al., 2015).

Efecto de diferentes concentraciones de conidios
del aislado B, de B. bassiana sobre huevos de R.
microplus

En este ensayo se aprecid6 hubo un mayor
desarrollo del hongo sobre los huevos en las
concentraciones mas altas, mientras que en las
inferiores lo que predomino fue que de los huevos
emergieran las neolarvas del ectoparasito. El
analisis estadistico mostro diferencias altamente
significativas entre los tratamientos, o sea, se
evidencié que existe un marcado efecto de la
concentracion de los conidios en la eclosion de los
huevos.

En la Tabla 2 se muestran los resultados
del ensayo. Como puede apreciarse, todos los
tratamientos con el hongo tuvieron valores
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Tabla 1. Efecto de diferentes aislados fingicos sobre larvas de R. microplus en condiciones de laboratorio

Mortalidad ( %)

Aislados i i
- 6 dias 12 dias
fungicos . .
X orig. X transf. X orig. X transf.
Control 4,09 0,2434 b 4,09 0,2434 c
By 13,43 0,2807 a 96,41 0,5152 a
B, 3,59 0,2413 b 87,29 0,4933 a
B, 5,75 0,2494 b 92,59 0,5062 a
LI 17,26 0,2949 a 75,36 0,4645 b
C.V. (%) 6,40 3,61
ESx 0.008*** 0,008***

Medias con letras iguales, dentro de cada columna, no difieren significativamente, segiin Tukey (p< 0,05)

estadisticamente diferentes al control. Esos
valores de porcentaje de huevos eclosionados se
incrementaron en la misma medida que disminuy6
la concentracién de conidios en la suspension,
con diferencias estadisticamente significativas
entre los tratamientos, excepto el de 2,1 x 107 y
2,1 x 10® que no lo hicieron.

Castifieiras et al. (1987) demostraron, en
condiciones de laboratorio, la eficacia de dos
aislamientos de B. bassiana que eliminaron hasta
el 92 % de los huevos de la garrapata en unos 15
dias. Estos resultados también coinciden con los
informados por Narladkar et al. (2015) quienes
obtuvieron hasta un 90 % de mortalidad.

Efecto de diferentes concentraciones de
conidios del aislado B, de B. bassiana sobre
neolarvas de R. microplus

Los analisis estadisticos mostraron que existen
diferencias altamente significativas en los dos
momentos evaluados. En la Tabla 3, se muestra
que a los 7 dias hubo mayor mortalidad en el

tratamiento con la concentracion mas alta (2,1
x 10° conidios mL"), mas de un 60 %, diferente
estadisticamente de los restantes tratamientos,
y a partir de 10° hasta 10* conidios mL"' se
obtuvieron los menores valores de mortalidad, sin
diferencia entre ellos. Para el segundo momento
de evaluacion, a los 14 dias, los mayores valores
de mortalidad (> 90 %) se registraron a partir de
10? hasta 107 conidios mL" sin diferencia entre
ellos, pero si con los otros tratamientos. Los
valores mas bajos fueron en los tratamientos con
las concentraciones de 10° y 10* conidios mL!
que fueron iguales entre si.

Los resultados de estos ensayos confirman los
informes de varios autores sobre la efectividad
de aislados de B. bassiana sobre R. microplus.
En este sentido, Barci et al. (2009) destacaron
la importancia de los aislados al evaluar la
efectividad del hongo.

Narladkar et al (2015) trabajaron con
diferentes aislados de B. bassiana y encontraron
un buen efecto sobre la eclosion de huevos, larvas

Tabla 2. Efecto de la concentracion de conidios del aislado B, de B. bassiana sobre huevos de R. microplus, en
condiciones de laboratorio

Concentracion
(conidios mL-")

Huevos eclosionados ( %)

Control
2,1x10°
2,1x 108
2,1x107
2,1 x 108
2,1x 105
2,1x10*

C.V. (%)
ESx

X orig. X. transf.
97,91 0,5187 a
0,00 0,2255 f
8,24 0,2606 e
14,26 0,2835 ¢
32,22 0,3449 d
61,00 0,4246 c
79,64 0,4751b
4,53
0,008***

Medias con letras iguales, dentro de cada columna, no difieren significativamente, segiin Tukey (p< 0,05)
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Tabla 3. Efecto de la concentracion de conidios del aislado B, de B. bassiana sobre larvas de R. microplus, en
condiciones de laboratorio

Concentracion

Mortalidad ( %)

o 7 dias 14 dias

(conidios mL-) X orig. X. transf. X orig. X. transf.
Control 3,76 0,2420 e 3,90 0,2426 d
2,1 x10° 62,67 0,4318 a 100,00 0,5236 a
2,1 x 108 38,51 0,3642 b 97,87 0,5186 a
2,1 x107 19,64 0,3031 c 90,46 0,5012 a
2.1 x10° 14.89 0,2861 cd 68.98 04472 b
2,1 x10° 12,13 0,2758 d 36,66 0,3580 ¢
2,1 x 104 10,19 0,2680d 30,32 0,3389 ¢

C.V. (%) 5,28 5,45
ESx 0,008*** 0,011***

Medias con letras iguales, dentro de cada columna, no difieren significativamente, segiin Tukey (p< 0,05)

y pardmetros poblacionales de la garrapata.
También Cafarchia et al. (2015) demostraron
que esta especie puede resultar efectiva sobre las
diferentes fases de desarrollo de las garrapatas
del género Rhipicephalus.

Por otro lado, se ha demostrado que la
mortalidad de las garrapatas se incrementa en
la misma medida que lo hace la concentracion
de conidios (Kaaya y Hedimbi, 2012; Garcia et
al. 2016).

Los resultados obtenidos en estos ensayos
demuestran que en las condiciones de Cuba,
se dispone de aislados de B. bassiana con
potencial para ser desarrollados como agentes
de control bioldgico de la garrapata del ganado
R. microplus, aunque aun es necesario seguir
profundizando en su eficacia hasta el nivel de
campo, asi como en su reproduccion masiva,
formulacion y técnicas de aplicacion.

CONCLUSIONES

Los tres aislados probados de B. bassiana
mostraron una elevada efectividad sobre las
neolarvas de R. microplus, mientras que se
demostr6 que el efecto del aislado B, sobre los
huevos y neolarvas del ectoparasito aumentd en
la medida que la concentracion de conidios fue
mayor.
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