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Reproducir y evaluar la efectividad del hongo Entomopatégeno
(Metarhizium anisopliae), en campo como control biolégico de
la garrapata (Boophilus microplus).

INTRODUCCION.

La ganaderia es una de las actividades agropecuarias que mas se practica en la
Zona Sur del Estado de Quintana Roo, principalmente en el municipio de Othén P.
Blanco, en la cual es combinada con la agricultura tradicional, pero los productores
ganaderos se ven afectados al enfrentar un problema de plagas y enfermedades,
siendo la garrapata (Boophilus microplus), la que méas dafio causa ademas de ser
parasito potencial como vector transmisor de multiples enfermedades de forma
indirecta, como por ejemplo: la anaplasmosis y la babesiosis, su habito alimenticio
hematofago, causa un fuerte impacto economico para el productor en su
produccion y productividad, debido que se ha observado que causa la garrapata
por piquetes en la piel del animal provocando abscesos, pérdida de sangre, y para
cuando se trata de bovinos para la produccion de leche afectan directamente en
la mayoria de los casos uno o mas cuartos de las glandulas mamarias
disminuyendo la produccion del lacteo, de igual forma afecta al ganado de
engorda en pérdida de peso por ganancia diario del animal, factores que
repercuten en los sistemas de produccidén pecuarios que se implementan en la
zona, (Mendiola et al., 2001; Renard et al., 2002; Rodriguez-Vivas et al., 2003;
Rodriguez, 2005; Alonso et al., 2007; Riviera, 2008).

La propuesta puede ser una de las alternativa que puedan mitigar la problematica
presente en el sector ganadero de la zona, el uso del Hongo entomopatégeno
Metarhizium anisopliae como control biolégico contra la garrapata (Boophilus
anisopliae) (Frazzon et al. 2000), que consiste en la prevencion y de manera
organica controlar este parasito, utilizando en lo minimo, agentes quimicos como
los garrapaticidas actuales, que en el uso de forma irracional permiten una
resistencia en estos parasitos ademas de su dinamica poblacional que se puede

tener casi todo el afio.



ANTECEDENTE

La capacidad y resistencia de la garrapata (Boophilus microplus), persiste debido
a la forma tradicional que los productores manejan sus animales, es decir no
tienen un sistema definido de pastoreo y de manejo corrales, y una de las
principales consecuencias es el control quimico de las garrapatas por el uso
excesivo de ha sido el desarrollo paulatino y progresivo de la resistencia uso
constante oxidicidas (Fernandez et al, 2005) quimicos que al contacto con este le
permiten al parasito sobrevivir y por otro, heredar estas caracteristicas a sus
respectivas descendencias (Fragoso et al., 1996; Rodriguez, 2005). Ademas de
provocando efectos adversos entorno ecoldgico con tantas aplicaciones para el
control de plagas y enfermedades, asimismo de los altos costos de estos
productos, son algunos factores que propician un desarrollo muy activo y
poblacional del parasito que encuentran también un ambiente Optimo con las

condiciones climaticas de la region.



Ciclo bioldgico de la garrapata (Boophilus microplus)

El ciclo biolégico de la garrapata (Boophilus microplus) ocurre entre el hospedero,
la vegetacion y el suelo de un sitio especifico, comprende cuatro estados
bioldgicos: el de huevo (incuba de 17 a 21 dias), ninfa (5 a 6 dias) y adulto (1 a 3
dias) (Kaufman y Lomas, 1996); de una fase a otra se lleva a cabo el proceso de
ecdisis 0 desprendimiento del exoesqueleto; la fase parésita se inicia en el suelo
(larva), luego trepa a las plantas méas cercanas y mas tarde al hospedero animal,
tanto en los animales como en el suelo, la garrapata esta sujeta a cambios

ambientales. El adulto se deja caer del hospedero una vez que realiza la cépula.




El género (Boophilus, microplus) oviposita de 2,000 a 5,000 huevos, aunque otros
géneros pueden ovipositar gasta 20,000 (Krober y Guerin, 2000). La incubacion de
los huevos ocurre de 17 a 21 dias si son favorables las condiciones ambientales,
con una temperatura de 20.6° C y un 80% de humedad relativa (Cupp, 1991,
Kaufman y Lomas, 1996). Si las condiciones le favorecen, la garrapata puede
completar su ciclo de vida en 37 dias, pero en la adversidad puede hacerlo hasta
los 286 dias, segun el medio en que se encuentre (Garris, 1991).

Es por eso la importancia de tener un manejo integral preventivo y bioloégico para
minimizar la problematica de la garrapata (Boophilus microplus). Con el manejo de
organismos biolégicos como los hongos entomopatdgeno para el control de estos

parasitos.



JUSTIFICACION.

Esta investigacion de residencia que se llevo a cabo en el laboratorio de Control
Bioldgico del Instituto Tecnoldgico de la Zona Maya y en dos unidades ganaderas,
es de importancia econémica y ecoldgica, ya que a la fecha no existe informacién
que refleje la problemética zoosanitaria que provoca la garrapata (Boophilus
microplus), en el ganado bovino en el estado de Quintana Roo. Con este trabajo
de residencia se pretende que el productor ganadero cuente con otra alternativa
para controlar a la garrapata y al mismo tiempo reduzca el uso de quimicos que

dafnan el ecosistema.



OBJETIVOS

Objetivo general
Generar una alternativa bioldgica para el control de la garrapata (BoophilUs
microplus) en el hato ganadero del rancho “El Salto del Tigre” unidad de

produccién ganadera en la comunidad de Cacao municipio de Othén P. Blanco.

Objetivo especifico
» Evaluar la eficacia del hongo M. anisopliae, como control biolégico de la

garrapata B. microplus, que afecta al ganado bovino.

» Lograr que los ganaderos prueben un producto organico que no dafa al

medio ambiente, no dafia a sus cultivos y al humano.



MATERIALES Y METODOS

Lugar de experimentacion

El presente trabajo de investigacion inicié en el Laboratorio de Control Bioldgico
(Figura 1) del Instituto Tecnoldgico de la Zona Maya, ubicado en el Ejido Juan
Sarabia, municipio de Othén P. Blanco, Km 21.5 carretera Chetumal-Escéarcega y
su localizacion geografica es 21°42’45” Ny 88°30'74” W, y en el Rancho “El Salto
del Tigre” (Figura 2) de la comunidad de Cacao, localizado geograficamente en las
coordenadas 18°11°53,81” N y 88°41°17,64” W de este Estado de Quintana Roo,

durante el periodo de Julio a Diciembre 2014.
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QgLaboratoriolde Co’ﬁ&rol Biologico del ITZM

Figura 1. Laboratorio de

X B

\ Instituto Tecnoldgico de la

Control Biolégico del

Zona Maya.

Figura 2. Comunidad de

Cacao, Quintana Roo.




Materiales utilizados

La reproduccion del hongo Metarhizium anisopliae, se llevo a cabo en el

Laboratorio de Control Bioldgico del Instituto Tecnologico de la Zona Maya.

La metodologia del cultivo del hongo M. anisopliae se desarrollé de la siguiente

manera:

Proceso de desinfeccion del Laboratorio.

Se realiz0 la desinfeccidn de todas las areas del laboratorio (area de esterilizacion
y el area de inoculacién e incubacion) desde remover el polvo hasta el trapeado
del piso con cloro al 1% de agua/litro. (Figuras 3, 4,5y 6)

Se colocaron tapetes sanitarios con cloro y alcohol para desinfectar areas de

trabajo, e instrumentos y las manos antes de tocar algiin material.



Lavado y desinfeccién del agar de cultivo utilizado.

En este proceso utilizamos los siguientes materiales y equipos:

Materiales Equipos

Enroxil al 10% Recipiente de 20 It. de plastico
Cloro 2 m. de malla mosquitera
Agua purificada Autoclave marca “Felisa”
Arroz como agar de cultivo Vaso precipitado

Bolsa de plastico de % kilo

Preparado de solucién para lavado y desinfeccion de 10 kg de arroz como
medio de cultivo.- Se diluye 5 ml. de Enroxil (Figura 7) como antibidtico y 2.5 ml.

de cloro (Figura 8) como desinfectante en 10 litros de agua purificada.

Figura 7.- Enroxil al 10%. Figura 8.- Cloro



Lavado y desinfeccion del arroz.- En el recipiente de 20 It. Se le coloca la malla
mosquitera sujetdndola de manera que no se mueva, se coloca los 10 kilos de
arroz sobre la malla mosquitera y se le vierte la solucion de lavado preparado
anteriormente. Se deja remojar por 15 minutos y posteriormente se escurre. Para
finalizar este paso se embolsan con 250 gr. de arroz en cada bolsa. (Figuras 9, 10
y 11).
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Esterilizacion del arroz como medio de cultivo.

Una vez embolsado el arroz se acomodo en el equipo autoclave marca “Felisa” y
se esterilizé a una temperatura de 120° C y 1.2 de presion atmosférica por 20

minutos y se dejé enfriar por 24 horas. (Figuras 12, 13, 14 y 15).

Figura 13.

%
|

24

11



Proceso de inoculacién e incubacion del hongo Metarhizium anisopliae.

Materiales

Equipos

Enroxil al 10%

Index A (dispersante)

Algodon

Cloro

1 It agua purificada

Agar de Arroz medio de cultivo

Dermo Cleen (Cloruro de Benzalconio)

Pistola dosificadora

Tubos de ensayo

Pipetas

Matraz Erlenmeyer de 1000 ml.
Agitador magnético CIMAREC
Autoclave marca “Felisa”

2 Mecheros de alcohol

Papel aluminio

Pinzas

Desinfeccion de los instrumentos de inoculacion.- La pistola dosificadora

(Figura 16) se desinfecté con Dermo Cleen (Figura 17) .
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Preparacion de la solucién para diluir el hongo M. anisopliae.- Para la
preparacion de la solucién se utilizé con la ayuda de las pipetas graduadas, 0.5 ml
de Enroxil al 10% como antibidtico y 5 gotas de Index A como dispersante diluido
en el matraz Erlenmeyer conteniendo 1 litro de agua purificada, posteriormente se
homogeniz6 en el agitador magnético por unos minutos; una vez homogenizado
se vertio parte de la solucion a 2 tubos de ensayo tapando éstos con algodén, y el
sobrante se mantiene en el Matraz Erlenmeyer tapandolo con algodon y papel
aluminio. (Figuras 18, 19, 20, 21y 22).
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Esterilizacién de la solucién e instrumentos para la inoculacién del hongo M.
anisopliae.- En la autoclave marca “Felisa” se esterilizo la solucién donde se
diluira el hongo M. anisopliae para la inoculacion, los tubos de ensayo con
solucion, las pinzas y las mangueras de la pistola dosificadora, a una temperatura

de 120° C y 1.2 de presion atmosférica por 20 minutos. (Figuras 23, 24 y 25).

N iura 24.
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Inoculacién e Incubacion.

Figura 25.

Desinfeccion del area. se desinfecto todo el area de inoculacibn de manera

manual con cloro diluido al 1% por litro/agua. (Figura 25)

Figura 26.

Esterilizacion de la campana de flujo laminar. Aqui se aplicé el método de
desinfeccion fisico-seco del tipo flameado. (Figura 26)
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Inoculacion del hongo Metarhizium.

Antes de manipular el material y el equipo para la inoculacién se desinfectan las
manos con alcohol. Seguido de esto se procede a disolver el hongo Metarhizium
anisopliae con la solucion esterilizada contenida en un tubo de ensayo, una vez

disuelto el hondo se vierte el matraz Erlenmeyer.

Se procedié a inocular las bolsas de agar de arroz con la pistola dosificadora
conectada a la suspensién del inoculo con una concentracion de 1x10°
conidias/ml, esto se realizé dentro de una campana de flujo laminar esterilizada,

sellando el orificio de entrada con cinta adhesiva, y se mueven la bolsas para

distribuir homogéneamente el inoculo. (Sandoval, 2001). (Figura 27).
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Figura 27.- Proceso de inoculacién en las bolsas de arroz como medio de cultivo.
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Incubacion del hongo M. anisopliae.

El 4rea de incubacién o maduracién debera estar con suficiente luz, con una
temperatura ambiente sostenida de 25° C, las bolsas se colocaron en anaqueles y
fué removido el arroz (Figura 28) cada 72 horas para homogenizarlos y romper las
estructuras de micelio, y con ello obtener la mayor cantidad de esporas libres. El
tiempo requerido para tener una maxima cantidad de esporas es de 21 a 24 dias

para su madurez.

Figura 28.
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Cosecha del hongo Metarhizium anisopliae.

Cuando las esporas ya alcanzaron su madurez (Figura 29), se extraen del
sustrato. El polvo que se obtiene contiene conidias y micelio mas las particulas de

arroz. La extraccion se hizo de forma manual por tamizado o frotacion (Figura 30).

%

Figura 29.- Hongo Metarhizium anisopliae en su Figura 30.- Proceso del
estado de madurez. tamizado.

Secado y embolsado de la cosecha.- El objetivo del secado es la eliminacion de
la humedad del hongo, el contenido de la cosecha se depositdé en bandejas de
plastico (Figura 31) que se dejaron a temperatura ambiente para eliminar el
exceso de humedad, para posteriormente embolsarlo en bolsas de papel.

Figura 31.

®
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Conteo de conidios.- Una vez que el hongo esporul6 sobre el arroz, se realizé un
conteo de esporas utilizando 1 gr de hongo vertido en 1 litro de agua purificada y 5
gotas de Index A como dispersante diluidos en un matraz Erlenmeyer, con la
ayuda de un agitador magnético y una plancha se mezcla a 8 6 9 rpm durante 20

minutos.

Posterior se toma un gotita de la solucion de la parte de en medio del vaso, se
depositan en el cubreobjetos junto con la camara de Neubauer y se procede a

contar las esporas. (Figura 32).

Figura 32.- Conteo de conidios en la Camara de Neubauer.

Viabilidad. Se determiné el nimero de conidias por ml. y el numero total de

conidias utilizando la siguiente formula:

Conidias / ml = # de conidias contadas x 25,000 x factor de dilucion
(Cafnedo y Ames, 2004)

En el conteo de conidias se obtuvo:

Conidias / ml = 844 conidias x 25,000 x 1000 ml
Conidias / ml= 2.11X10%°
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Con la ayuda de una balanza digital se formulé los tratamientos ajustando la dosis

hasta obtener los tratamientos de 1X10® y 1X10* que utilizamos, quedando de la

siguiente manera:

Tratamientos

Concentracion en gr de

Concentracion de

conidios conidios en 500 ml
T1 0.50 1X108
T2 0.75 1X10%

Preparaciéon de dosis por hectérea.

En este procesos realizamos dosis del M. anisopliae con diatomita para ayudar a
la esporulacion del hongo durante el proceso de aplicacion del tratamiento al

ganado y en los potreros.

Y otra désis del hongo puro sin ningun aditivo que nos sirvi6 como comparativo
para medir la efectividad del M. anisopliae hacia la garrapata (Boophilus

microplus)
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Aplicacién de los tratamientos en las unidades productoras de ganado.

Tratamiento (T1) en el Ranchol con la désis de 1X10° aplicado a 46 ganados
(Figura 33).

Hora de aplicacion: entre 06:00 a 08:00 am

Técnica aplicada: Aspersion manual, con una bomba de aspersion.

~

Figura 33.- aplicacion del tratamiento con la désis de 1X10°
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Tratamiento (T2) en el Rancho2 con la désis de 1X10** aplicado a 28 ganados.
(Figura 34).

Hora de aplicacion: entre 17:00 a 19:00 pm

Técnica aplicada: Aspersion manual, con una bomba de aspersion.

Figura 34.- aplicacion del
tratamiento con la ddsis
de 1X10%
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Colecta de garrapatas.

En cajas Petri, se depositaron garrapatas tomadas directamente del ganado
(Figura 35), después de recibir el tratamiento para ser puestas en observacion en
el Laboratorio de Control Biolégico de Hongos Entomopatdégenos del Instituto

Tecnolbgico de la Zona Maya.
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RESULTADOS.

Resultados de reproduccion del hongo.

En esta produccién para medir el peso promedio de producto obtenido se pesaron

al azar 5 bolsas del agar de arroz después de los 21 dias de incubacion del M.

anisopliae de los cuales se obtuvo lo siguiente:

e Peso neto Peso Hongo
c/bolsa (gr.) puro (gr.)
1 336 8.50
2 352 10.20
3 360 9.70
4 347 10.00
5 332 10.42
S X= 1727 48.82
Media (X)= 345 9.76

24



Efectividad del hongo M. anisopliae en la garrapata (Boophilus microplus).

Garrapata Boophilus microplus al primer dia en laboratorio. (Figura 36).

Garrapata Boophilus microplus al tercer dia en laboratorio. (Figura 37).
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Garrapata Boophilus microplus al sexto dia en laboratorio. (Figura 38).

Figura 38

Garrapata Boophilus microplus a los quince dias en laboratorio. (Figura 39).
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CONCLUSION

En este trabajo de Residencia podemos concluir que en los dos ranchos donde se
aplic6 al ganado el hongo M. anisopliae, obtuvimos un 80 % viabilidad en el control
la garrapata Boophilus microplus. Por lo que se puede considerar una alternativa
de uso, de importancia econémica por su bajo costo de adquisicién y produccion

asi como ecolbégicamente.
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