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PALABRAS CLAVE Resumen Se evalué la efectividad de Baubassil® (Beauveria bassiana) sobre la garrapata Rhi-
Control bioldgico; picephalus (Boophilus) microplus. En la fase in vitro, se determinaron la temperatura 6ptima
Ectoparasitos; de germinacion del hongo mediante microcultivos a 25, 30 y 35° C, y la mortalidad de las
Ganaderia garrapatas. En campo, en un diseno aleatorio, se utilizaron 30 vacas cebuinas; 15 vacas se tra-

taron con Baubassil® una vez por semana con 1 x 10° conidias/ml y un grupo control se dejo sin
tratamiento. Se observo que a temperaturas de 25, 30 y 35°C, la germinacion del entomopato-
geno fue del 97,5, el 94,7 y el 6,3%, respectivamente. En los animales tratados con Baubassil”
se obtuvo una efectividad corregida del 96,8%. En el Caribe Seco, Baubassil® constituiria una
alternativa de control del ectoparasito, pues no existen registros anteriores en La Guajira del
control sostenible de esta garrapata.
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Effectiveness of Beauveria bassiana (Baubassil®) on the common cattle tick
Rhipicephalus microplus in the Department of Guajira, Colombia

Abstract The effectiveness of Baubassil® (Beauveria bassiana) on the tick Rhipicephalus
(Boophilus) microplus was evaluated. In the in vitro phase, the optimal germination tempe-
rature of the fungus was determined by microcultures at 25, 30 and 35°C and the mortality
of ticks. In the field, in a randomized design, 30 cebuine cows; 15 cows were treated with
Baubassil” once a week at a 1 x 106 conidia/ml, and a control group was left untreated. It
was observed that at temperatures of 25, 30 and 35°C, germination of the entomopathogen
was 97.5, 94.7 and 6.3%, respectively. In animals treated with Baubassil® obtained a corrected
effectiveness of 96.8% on ticks in the fifth week of application. The use of Baubassil® would be
a valid alternative for controlling the cattle tick under the agroecological conditions of the Dry
Caribbean.

© 2017 Asociacion Argentina de Microbiologia. Published by Elsevier Espafa, S.L.U. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-

nc-nd/4.0/).

La ganaderia bovina ocupa el primer renglén de cobertura
en Colombia, con el 78% de las fincas, de las cuales el 32%
se encuentra en la region Caribe bajo el sistema produccion
de leche y carne en un mismo esquema o doble propdsito'.
En el caso especifico de La Guajira, dicha actividad es baja
respecto al contexto de la region, con una participacion
del 5,87%, asociado entre otros factores a parasitos como
la garrapata comdn del ganado, Rhipicephalus (Boophilus)
microplus (Acari, Ixodidae)™.

Las garrapatas afectan al 80% del ganado bovino
mundial'?, con pérdidas en US$ 7 billones y de esos un billén
corresponde a Latinoamérica®; en Colombia, las pérdidas
anuales ascienden a US$ 25,3 millones aproximadamente’.
En el pais, los métodos para el control de garrapatas se fun-
damentan en la utilizacion intensiva de ixodicidas quimicos,
como organofosforados y piretroides sinteticos', que causan
resistencia a los ixddidos, efectos ambientales negativos y
alteran la calidad e inocuidad de los subproductos”'". Por
tal motivo, deben evaluarse alternativas sostenibles de con-
trol que reduzcan la aplicacion de quimicos, que garantice
eficacia contra garrapatas en bovinos y que estén inmersas
en el control integrado de parasitos (CIP), donde se com-
binan estrategias fisicas, quimicas y bioldgicas con efecto
sinérgico''. De este Gltimo se destaca el uso de hongos
entomopatadgenos, dada su amplia distribucion natural, bajo
riesgo para la salud de humanos y animales'*, compatibilidad
ambiental, alta virulencia sobre garrapatas y bajo costo?'*.
Entre los hongos que tienen reportes de patogenicidad
in vitro frente a garrapatas, las especies mas investigadas
son Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin y Beau-
veria bassiana (Balsamo) Vuillemin, con mortalidad sobre
larvas, alteracion en la eclosion de huevos” ' y cambios en
el metabolismo lipidico®.

El objetivo de esta investigacion, fue evaluar la efecti-
vidad de una cepa comercial Baubassil® (Fungicol, Hongos
de Colombia S.A.S., Palmira, Valle, Colombia) (B. bassiana)
sobre la garrapata R. (B.) microplus en ganado bovino,
mediante bioensayos en laboratorio y aplicacion en campo
bajo condiciones agroecolégicas del sur de La Guajira, donde
la temperatura promedio es superior a la recomendada para

la accion eficiente del producto y no se registran estudios
previos de B. bassiana en el control de R. (B.) microplus.

Se realizd un estudio tipo experimental, en 2 fases. Una
fase in vitro en el laboratorio de Micologia de la Univer-
sidad de Santander (UDES) de Valledupar, Cesar, Colombia,
ubicada a 10°27'0” N, 73°150” O, a 169 msnm y con tem-
peratura promedio de 28°C. La fase in vivo o en campo se
realizo durante la época humeda del afio 2013 en el hato «La
sombra», municipio de la Jagua del Pilar, Guajira, Colombia,
ubicado a 9°33'40” Ny 73°20'11” O, a 170 msnm; la tempera-
tura oscil6 entre 35y 40°C; la precipitacion anual promedio
de 500 mm de septiembre a diciembre, con 6,3 h/sol/dia y
humedad relativa entre el 47 y el 60%°.

Se realizaron bioensayos in vitro con la cepa comercial
de B. bassiana Baubassil® (marca de la empresa Fungi-
col, hongos de Colombia S.A.S), concentracion minima de
1000 millones (1x10°) de conidias por gramo de formula-
cion. Para evaluar el efecto de temperaturas superiores a las
recomendadas por el fabricante, se realizé un ensayo segln
las metodologias de Ren et al."?, Sun et al.” y Godoy et al.®
con modificaciones en la temperatura empleada. Se eviden-
cié el crecimiento de B. bassiana en agar papa dextrosa
(PDA) a 25, 30y 35°C, respectivamente, mediante 3 micro-
cultivos en caja de Petri, con un portaobjeto mas 4cm?
de PDA y se aplico 139 ul de la suspension de esporas.
Luego de 6 y 12 h de incubacion se observé al microscopio
el nimero de esporas germinadas.

Para medir la mortalidad in vitro se utilizaron 90 garrapa-
tas hembras de 0,1-0,3 g ingurgitadas de sangre colectadas
de 8 vacas infestadas, desinfectadas por inmersion durante
1 min en hipoclorito de sodio al 1%, seguido de 2 lavados
con agua destilada estéril. Posteriormente, se dividieron en
grupos de 10 individuos por caja de Petri como unidad expe-
rimental para 3 tratamientos y 3 réplicas. El tratamiento 1
correspondid a una solucién de 1 x 102 conidias/ml de B. bas-
siana a partir de 1g de Baubassil® en 9 ml de agua destilada;
el tratamiento 2, correspondi6 a una dilucion seriada en
base 10 para obtener 1 x 10° conidias/ml, y el tratamiento
3 fue un testigo de agua destilada. En cada tratamiento
se sumergieron las teologinas durante 10 min; luego se
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Tabla 1 Reduccion de infestacion de garrapatas en relacion con un nivel inicial en bovinos del grupo tratado y control
Semana Tratamiento con Control Comparacion Efectividad corregida (%)

Baubassil® (B. bassiana) de medias

(p)°

NUmero Reduccion NUmero Reduccion

GE/animal infestacion GE/animal infestacion

(media + (%) (media + (%)

DE), n DE)?, n
1 24,6 +4,7 18,1 29,4+6,9 a -66 0,096 50,7
2 21,0+ 4,1 30 38,4+8,5b -116,4 0,000 67,7
3 13,8+ 3,1 50,2 55,2+10,3 b -219,7 0,000 84,4
4 8,6+2,3 71,5 76,6 £11,7 b -351,1 0,000 93,7
5 4,6+1,3 84,8 98,1+12,2 b -381,2 0,000 96,8

DE: desviacion estandar; GE: garrapatas estandar.

@ Valores seguidos de una misma letra no difieren significativamente.
b Prueba t de Student para comparacion de medias en dos muestras independientes (p <0,05).

pasaron a papel toalla para eliminar el exceso y se incu-
baron en camara himeda de algoddn con agua destilada
estéril y papel filtro a 25°C y HR 60%. Cada 24 h, durante 11
dias, se registré la mortalidad confirmada por observacion
de inmovilidad al estereoscopio e infeccion con B. bassiana.

El grado de mortalidad producido por Baubassil® se
determino de acuerdo con las metodologias planteadas por
Fernandez et al.” y Lépez et al."? con modificaciones en dosis
y nimero de individuos. El diseho experimental fue aleato-
rio con 3 repeticiones. La experimentacion con animales se
realizé bajo el cumplimiento ético de la Ley N.° 1774 de
2016, «estatuto nacional de proteccion de los animales».

En la prueba se utilizaron 30 vacas de 3 anos de edad,
de raza mestiza, de 420-450kg pesadas en bascula gana-
dera, las cuales debian presentar una infestacion natural
minima de 20 garrapatas adultas/animal con tamafo > 4 mm
(Garrapatas estandar [GE]). Los animales se distribuyeron en
2 grupos de 15 bovinos cada uno; en el primero cada animal
se band con 2 | de una suspension acuosa con 1.000 ppm
(1g/1) de Baubassil® equivalente a 1 x 10° conidias/ml (o
1 x 10" conidias/bafio) y el otro grupo (control) se bafio6 con
2 | de agua. Ambos grupos se alimentaron por pastoreo en
praderas con pasto kikuyo (Pennisetum clandestinum), sal y
agua a voluntad.

Las aplicaciones se hicieron una vez a la semana, por
5 semanas, con una bomba de aspersion de espalda de 20 L de
capacidad (Royal Condor®, Progen Producciones generales
S.A., Soacha, Cundinamarca, Colombia); el grupo sometido
a tratamiento se bafo en las horas de la tarde (4:00 pm).
La efectividad en reducciéon de infestacion se determiné
mediante monitorizacién visual de la poblacién de GE, en
todo el cuerpo del animal, principalmente vientre, insercion
de la cola y regidn perineal en cada uno de los animales'?,
antes de iniciar las aplicaciones y en la monitorizacion
semanal posterior al tratamiento. También se colectaron
garrapatas en viales con etanol al 70%, rotuladas para su
identificacion mediante claves taxonomicas’. El porcentaje
de efectividad del tratamiento (%E) se calculé con la formula
de Abbott (1925)".

%E = ([garrapatas en el control - garrapatas en trata-
dos]/garrapatas en control) x 100

Adicionalmente, se tomaron datos meteoroldgicos con
influencia sobre el crecimiento y la esporulacion del bioin-
sumo, como temperatura (maxima, media y minima) y
humedad relativa de la zona de estudio durante el aho 2013,
mediante revision en la base de datos del Instituto de Hidro-
logia, Meteorologia y Estudios Ambientales (IDEAM)®.

El analisis estadistico se realizd mediante el programa
IBM SPSS® version 22 (International Business Machines.|BM,
Armonk, Nueva York, EE. UU.). Se aplicé ANOVA de los por-
centajes de germinacién in vitro y prueba Tukey al 0,05
entre los tratamiento y el testigo. En la fase in vivo, para
comparar el grado de disminucion de la infestacion en el
grupo tratado con Baubassil” y el grupo control, se utilizé la
prueba t de Student. Los datos de temperatura y humedad
relativa se analizaron mediante correlacion de Pearson.

En la fase in vitro, el mayor porcentaje de germina-
cion B. bassiana fue a 25°C (95,7%+2,0), a 30°C germind
en el 94,7%+2,1. El menor porcentaje de germinacion
ocurrié cuando el hongo se incubd a 35°C (6,3%+1,7). No
hubo diferencia significativa (p=0,88) en el porcentaje de
germinacion del hongo incubado a 25 y a 30°C, respecti-
vamente. En todo caso, se tom6 25°C como temperatura
para prueba de mortalidad in vitro.En laboratorio se observo
que B. bassiana fue efectiva contra R. (B.) microplus en
estadio adulto a concentracion de 1 x 108 conidias/ml, oca-
sionando una mortalidad del 100% en garrapatas en el dia 7
postratamiento, mientras que en el tratamiento 2 (1 x 10°
conidias/ml) la mortalidad de R. (B.) microplus fue del 90%
en el dia 10. Los resultados son similares al estudio reali-
zado por Broglio et al.*, con una efectividad del 100% en el
control de teologinas, con 108 y 10° conidias /ml de B. bas-
siana en 14 dias. Ademas, Fernandez et al.” sefalan que el
potencial reproductivo de la garrapata disminuye en el 90%
al infestarse con 2,5 x 107 conidia/ml del hongo. En otros
estudios también se registré que B. bassiana, a concentra-
ciones de 107, 108 y 10° conidias/ml, presentd patogenicidad
sobre teologinas de R. (B.) microplus en comparacion con el
grupo control"'3. En fase in vivo, el grupo tratado con B. bas-
siana presentd un control ascendente de la infestacion por R.
(B.) microplus, siendo mayor en la semana 5, con el 84,8%
de reduccion (tabla 1), mientras que el grupo control no
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evidencid control de la infestacion, el nimero de garrapatas
aumento gradualmente durante el periodo de estudio, con
diferencias significativas entre grupos a partir de la segunda
semana.

Ademas, se evidencié que el %E de B. bassiana sobre la
garrapata se incrementd con la aplicacion durante varias
semanas con suspensiones de 10° conidias/ml, alcanzando
niveles del 96,8%; resultados similares a los obtenidos
in vitro por Ren et al."® con inhibicion del 100%. Asi mismo,
Angelo et al.? determinaron que dicha concentracion altera
el metabolismo lipidico y afecta al periodo de supervivencia
de garrapatas hembras adultas, la oviposicion y el peso de
los huevos'.

Dicho %E registrado podria explicarse debido a que, en
campo, la infestacion se mantuvo activa en relacion con
la poblacion controlada de laboratorio y se favorecio por la
alta humedad registrada en la época de estudio, con tem-
peratura constante de 33°C durante las 12 h del periodo
nocturno, favoreciendo la actividad infectiva de B. bassiana,
cuya esporulacion se incrementa con humedad relativa del
80 al 100%, segiin estudios realizados por Godoy et al.®.

En ensayos realizados en campo se ha reportado efectivi-
dad de B. bassiana en garrapatas, menores que la obtenida
en el presente estudio. Pérez (2015)"" sefala la reduccion
del 67% de garrapatas de R. (B.) microplus con aplicacion
cada 21 dias de una suspension de B. bassiana en bovinos de
14 a 18 meses de edad. También Angel et al.? encontraron
una reduccion de infestacion de R. (B.) microplus del 67,8 y
el 94,2% en la aplicacion de M. anisopliae, lo que demuestra
el potencial de entomopatdgenos en el control bioldgico de
la garrapata comun del ganado.

En cuanto a las condiciones climaticas registradas en la
zona de estudio, se observd temperatura baja de 24°C,
media de 30°C y maxima entre 32,3 y 35,8°C, siendo esta
Ultima inversamente proporcional con coeficiente de Pear-
son de -0,75 a la humedad relativa registrada entre el 61,4
y el 82,0% durante el afio 2013, alcanzando valores maximos
en los meses de mayor precipitacion segun IDEAM (2015)°.

Los resultados obtenidos corroboran lo referido en los
registros de diferentes estudios sobre la efectividad del
entomopatdgeno B. bassiana sobre garrapatas adultas de
R. (B.) microplus como control biolégico®'". En el bioensayo,
las temperaturas de 25y 30°C indujeron el 94,7 y el 95,7% de
germinacion de conidias para B. bassiana, respectivamente;
otros autores sefialan una respuesta similar. Angelo et al.’
identificaron una viabilidad del 98% en la germinacion del
hongo a 25°C. Por otro lado, Godoy et al.® refieren germi-
nacion de 5 aislamientos de B. bassiana a 25°C del 59-100%,
mientras que a 30°C descendio a valores entre el 28 y el
37%. La diferencia en la germinacion de esporas responde a
la interaccion de multiples componentes genéticos, ambien-
tales, entre otros®. La sensibilidad a altas temperaturas es
propia de este género®, por lo que es indispensable verifi-
car su efectividad en campo en zonas agroecoldgicas como
La Guajira, donde se presentan factores condicionantes a
su inclusion en el CIP, como temperatura superior a 35°C% y
alto brillo solar®. La aplicacién exclusiva en horas de la tarde
podria minimizar efectos desfavorables de dichos factores
sobre la patogenicidad de la cepa®.

En este sentido, es relevante mantener las condiciones
ambientales propicias para la germinacion de las esporas
y el periodo critico de infeccion del entomopatégeno pues

se ha referido que durante la infeccion de B. bassiana se
degrada la cuticula del hospedador mediante la produc-
cion de enzimas hidroliticas extracelulares como proteasas
y quitinasas'®, que penetran los insectos de 12 a 18 h. Por
lo cual, la aplicacion de B. bassiana a las 4:00 pm, como se
realizo en el presente estudio, es adecuada para evitar el
efecto de la alta radiacion registrada en la zona durante
el tiempo critico de infeccién de la cepa.

De forma general, B. bassiana, por sus caracteristicas
patogénicas sobre R. (B.) microplus a temperaturas de
25-30°C en laboratorio y campo, validadas a partir de apli-
caciones semanales de 10% conidias/ml sobre el ganado
durante 5 semanas, puede constituir una alternativa de con-
trol de la garrapata, lo cual podria potenciarse segun las
caracteristicas climaticas de la zona, como se precisd en
este estudio. En consecuencia, se recomienda la evaluacion
de otras labores de manejo (ademas de la hora de aplicacion)
articulables al CIP en el Caribe Seco colombiano.
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