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Resumen

El presente proyecto especial de graduacion analiza la eficacia de los hongos
entomopatégenos Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae como una alternativa bioldgica para
el control de garrapatas (R. microplus) en el ganado lechero de Zamorano, Honduras. Se evalud la
eficacia de seis tratamientos con distintas concentraciones de Beauveria bassiana y Metarhizium
anisopliae, asi como una mezcla de ambos hongos entomopatdgenos, frente a un control quimico,
bajo un disefio completamente al azar con mediciones repetidas durante cuatro semanas. Las
variables medidas fueron: porcentaje de mortalidad, porcentaje de infeccién y tiempo letal 50 y 95.
Los resultados mostraron que el tratamiento quimico presentd el porcentaje de mortalidad de
garrapatas significativamente mas alto 79.75% y tiempos letales de TLso = 62.9 h; TLes = 136.8 h.
Mientras que, el tratamiento M. anisopliae en dosis de 1.6x10™ esporas/ml alcanzé un porcentaje de
mortalidad de 47.55%, con TLso de 68.9 h; TLss de 121.6 h y porcentaje de infeccién in vitro del 97.5%,
a la vez, tratamiento B. bassiana en dosis de 2.2 x 10" esporas/ml| mostré un porcentaje de
mortalidad de 50.13%, con tiempos letales mas prolongados TLse de 148.0 h ; TLos 216 h y porcentaje
de infeccién de 95%, se pocisionaron significativamente como los tratamientos con mayor porcentaje
de control en en comparacién a las concentraciones bajas de ambos organismos y estos a la vez fueron
estadisticamente iguales a la mezcla de ambos hongos que alcanzé una mortalidad de 5.40%, una

infeccién de 80% y un Tles 141.35h.

Palabras clave: Esporas, infeccion, mortalidad, tiempo letal.



Abstract

This special graduation project analyzes the efficacy of the entomopathogenic fungi Beauveria
bassiana and Metarhizium anisopliae as a biological alternative for the control of ticks (R. microplus)
in dairy cattle in Zamorano, Honduras. The efficacy of six treatments with different concentrations of
Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae, as well as a mixture of both entomopathogenic fungi,
was evaluated against a chemical control, under a completely randomized design with repeated
measurements over four weeks. The measured variables were: percentage of mortality, percentage
of infection, and lethal times 50 and 95. The results showed that the chemical treatment presented a
significantly higher tick mortality percentage of 79.75% and lethal times of TLso = 62.9 h; TLes = 136.8
h. Meanwhile, the M. anisopliae treatment at a dose of 1.6 x 10' spores/ml achieved a mortality
percentage of 47.55%, with TLso of 68.9 h; TLes of 121.6 h, and an in vitro infection percentage of
97.5%. At the same time, the B. bassiana treatment at a dose of 2.2 x 10" spores/ml showed a
mortality percentage of 50.13%, with longer lethal times TLso of 148.0 h; TLes of 216 h, and an infection
percentage of 95%. These treatments were significantly positioned as those with the highest control
percentage compared to the low concentrations of both organisms, and these, in turn, were
statistically equal to the mixture of both fungi, which achieved a mortality of 5.40%, an infection of

80%, and a TLgs of 141.35 h.

Keywords: Infection, lethal time, mortality, spores.



Introduccion

Las garrapatas (Rhipicephalus microplus) representan uno de los ectoparasitos de mayor
importancia econdmico en la ganaderia, afectando severamente tanto la produccion de leche como
carne (Food and Agriculture Organization [FAQ], 2024). En el contexto de Centroamérica existe una
falta de estudios nacionales especificos cuantificados sobre su impacto econdmico, se han identificado
reduccion de peso y pérdidas de produccion lechera en fincas de zonas como Catacamas, Olancho,
Honduras, donde las infestaciones afectan directamente el rendimiento (Lepez-Lopez y Brizo- Murillo,
2022). A nivel mundial, estudios en paises como Brasil permiten inferir el impacto econémico, donde
se han estimado pérdidas globales por garrapatas bovinas de alrededor de 968 millones de USD
anuales, con hasta el 40% atribuible a la disminucidn de produccion lactea (Rodrigues y Leite, 2013).

Jonsson (2006) explica que cada garrapata hembra completamente alimentada puede
provocar una pérdida de peso promedio de 1.37g en ganado Bos taurus L. mientras que en cruces con
Bos indicus L. 1.18g. En vacas Hostein-Friesian durante un experimento se observd que las vacas
infestadas produjeron 8,9ml menos de leche por dia y tuvieron aproximadamente 1 g menos de
ganancia de peso corporal diario en comparacién con la ganancia diaria de peso de vacas libres de
garrapatas (Jonsson et al., 1998). Estudios de Jiao et al. (2021) muestran que R microplus puede ser
vector de Anaplasma marginale, Coxiella burnetii, agentes patdégenos que pueden causar
enfermedades caracterizadas por anemia, problemas reproductivos, fiebre y debilidad.

Peréz et al. (2023) sefialan que el control convencional de R. microplus en la ganaderia
depende fuertemente del uso de acaricidas sintéticos aplicados de forma repetida y rutinaria, lo que
ha promovido el desarrollo de resistencia multiple en poblaciones de garrapatas. A su vez Rodriguez
y colaboradores (2017) obtuvieron resistencia del 67% para Amitraz, 50% para alfa-cipermetrina y del

25 al 42% para ivermectina en doce poblaciones analizadas en Ecuador.



En estudios recientes, diversos autores han documentado la resistencia en R. microplus a
través de varios mecanismos, Obaid et al (2022) reportan que se conocen tres formas principales de
resistencia a los acaricidas; Por un lado, Rodriguez-Vivas et al. (2015) explican el aumento de la
detoxificacion metabdlica, mediado por familias enzimaticas como citocromos P-450, glutation S-
transferasas y carboxilesterasas, permiten al acaro metabolizar o secuestrar los acaricidas antes de
qgue ejerzan su efecto toxico. Por su parte, Coles y Dryden (2014) mencionan “resistencia a la
modificacion del sitio objetivo” que se desarrolla a través de cambios conformacionales en el sitio
objetivo del acaricida en enzimas neuronales y receptores, lo que conduce a una interaccion
deteriorada entre el farmaco y el objetivo. Mientras que, Guerrero et al (2012) describen la resistencia
a la penetracion reducida, en la que disminuye el acceso de los acaricidas al entorno corporal interno
debido a modificaciones en el exoesqueleto.

Sumada a esta problematica por resistencia a los acaricidas Vega et al. (2022) detectaron
residuos de amitraz, cipermetrina y clorpirifés en muestras de leche entera de vacas lecheras en Costa
Rica, en algunos casos superando el limite maximo permitido comprometiendo la inocuidad del
producto lacteo. Para evitar estos efectos Jonsson y Hope (2007) mencionan que el uso continuo de
una familia quimica no se extienda por mas de 6 a 9 meses consecutivos, en el caso de Amitraz el
fabricante recomienda hacer aplicaciones en funcion al nivel de infestacion con intervalos de
aplicacion no menor a 7 dias. Cuando se emplea de manera excesiva, ademas de riesgos de
resistencia, Nanjundappa et al. (2021) reportan efectos adversos en los animales, como estrés
metabdlico, disminucion en la produccion de leche, alteraciones en el consumo de alimento, irritacion
cutanea y presencia de residuos en tejidos comestibles y leche.

Estos hallazgos refuerzan la necesidad de implementar alternativas sostenibles. Muniz et al.
(2021) mencionan que Beauveria bassiana es uno de los hongos entomopatdgenos mas estudiados
para el control de garrapatas. Por otro lado, Beys-Da-Silva et al. (2019) destaca el alto potencial de

Metarhizium anisopliae como agente controlador de artrépodos de forma individual o en asociacion
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con otros productos como acaricidas quimicos. St Leger (2008) menciona que el hongo
entomopatégeno esta ampliamente disperso en la naturaleza, encontrandose en el suelo, la rizosfera,
raices de plantas y los caddveres de artrépodos infectando en condiciones saprofitas.

Ortiz-Urquiza y Keyhani (2016) explican que los conidios de estos hongos entomopatégenos
infectan a las garrapatas a través de su cuticula o aberturas naturales, la colonizacion de este agente
inicia con la adhesion de los conidios en el cuticula del huésped, la produccion del tubo germinativo,
la diferenciacién en apresorio, la penetracion a través de la cuticula por presién mecanica en conjunto
con accion enzimatica de lipasas, proteasas y quitinasas, permitiendo el crecimiento dentro del
tegumento y el hemocele del huésped. Una vez dentro, Rajput et al. (2024) mencionan que, los hongos
entomopatégenos producen estructuras flngicas como; racimos de micelios y blastosporas que
producen toxinas en el cuerpo de la garrapata en el caso de B. bassiana se producen Beauvericin,
Beauverolide. Mientras que, en M. anisopliae se produce la toxina Dextruxina mas metabolitos
secundarios como los acidos citrico y oxalico. Segin Wang et al. (2004), estas toxinas causan la
destruccién de los procesos celulares, las trompas de Malpighi, los tejidos musculares, asi como el
intestino medio y una paralisis flacida en el cuerpo de la garrapata, que conduce a la muerte.

Alcald-Gomez et al. (2024) han demostrado que cepas nativas de B. bassiana (BbLn2021-1y
BbSF2021-1) pueden causar mortalidades de hasta el 96%-100% en hembras de R. microplus adulto y
reduciendo significativamente el indice reproductivo, indicando su alto potencial como alternativa
bioldgica efectiva sin dejar residuos quimicos en la leche ni impactos ambientales residuales, mientras
gue Sun et al. (2013) obtuvieron resultados de tiempo letal (TL50 y 90) de 7.14 y 9.33 dias utilizando
concentracidon de 10° conidos/ml, este parametro (TL) se define como el periodo para que el agente de control
provoque la mortalidad del 50 y 90% de una poblacién por efecto de virulencia y velocidad de accién del
patogeno.

Por su parte, Barbieri y colaboradores (2023) evaluaron formulaciones oleosas de M.

anisopliae en campo aplicadas con “spray race” en bovinos y reportaron reducciones de 55% a 66%
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entre los dias 21 y 28 post-tratamiento, confirmando su viabilidad operativa frente a poblaciones
resistentes a acaricidas. Mientras que Abbasi (2025) obtuvo el total de la mortalidad de garrapatas in
vitro a los 14 dias con valores de tiempo letal 50 (TL50) de 5.8 + 0.4 dias para M. anisopliae y 6.9 + 0.5
dias para B. bassiana, destacando una virulencia ligeramente mayor para M. anisopliae.

El presente estudio tiene como objetivo evaluar la eficacia de los hongos entomopatdgenos
Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae, aplicados en diferentes concentraciones, asi como una
combinacion de ambos hongos, para el control de Rhipicephalus microplus en la unidad de ganado
lechero de Zamorano durante la época seca, mediante la determinacion de su efecto sobre la

mortalidad, infeccion y los tiempos letales 50 y 95 en garrapatas adultas.
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Materiales y Métodos

Se realizaron 2 ensayos, el primero realizado en campo (parte |) con una fase en laboratorio
(parte 1) y el segundo ensayo exclusivamente en laboratorio.

Ensayo I, parte I. Determinacidn de la efectividad en campo de B. bassiana, M. anisopliae y
una combinaciéon de ambos hongos entomopatégenos frente al control quimico con Amitraz sobre
R. microplus.

El ensayo se realizd en la unidad de ganado lechero de la Universidad Zamorano, en el km 30
de la carretera que conduce a Danli, en las coordenadas 14° latitud norte y 87° longitud oeste, con
una precipitacion de 1100mm por afo, una temperatura promedio de 25° C y una altitud de 800
m.s.n.m. durante el 18 de marzo al 15 de abril de 2025.

Se seleccionaron 24 vacas secas de la unidad de ganado de leche con el mayor grado de
infestacion de garrapatas, fueron separadas en 6 grupo de 4 vacas para conformar cada uno de los
tratamientos, incluido el control, estas vacas fueron identificadas por collares de colores especificos
para cada tratamiento.

Muestreo: Para cada animal se muestred: Parte ventral de barril, ubre, corvejon, insercion
entre cola e isquiones y cuello. Se cuantificé la cantidad de garrapatas en las areas mencionadas
utilizando un cuadrado de 20 por 20 cm y se contabilizd el total de garrapatas por cada area
muestreada.

La aplicacién de los tratamientos se realizé una vez por semana durante cuatro semanas,
mientras que el control quimico se aplicé a intervalos de 15 dias. Las aplicaciones se efectuaron al
finalizar el ordefio matutino, después de las 8:00 a.m., aprovechando las instalaciones de la sala de
ordefo para separar las vacas secas correspondientes a cada tratamiento. La aplicacién se llevé acabo
con bombas de mochila de 16 L, utilizando 4 L por animal y adicionando 1mL/L de adherente natural
(INEX-A®). Posterior a la aplicacion, se recolectaron garrapatas de las vacas secas de cada tratamiento,

las cuales fueron almacenadas por separado en bolsas Ziploc rotuladas y trasladadas al laboratorio
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para evaluar el porcentaje de infeccién. Finalmente, las vacas secas fueron devueltas al campo para
continuar en pastoreo.

Los tratamientos evaluados fueron:

T1: METAZAM® con frecuencia de aplicacion de 1 vez por semana, a una concentracién de
7.2 x10° esporas/ml.

T2: METAZAM® con frecuencia de aplicacion de 1 vez por semana, a una concentracién de
1.6x10%esporas/ml

T3: BAZAM® con frecuencia de aplicacién de 1 vez por semana, a una concentracion de 2.2
x10%esporas/ml

T4: BAZAM® con frecuencia de aplicacién de 1 vez por semana, a una concentracion de
9.84x10°® esporas/ml (Fernandéz Tondelli, 2006)

T5: Mezcla de BAZAM ® y METAZAM® con frecuencia de aplicacién de 1 vez por semana, a una
concentracion 9.84x10%y 7.2 x10° esporas respectivamente.

T6: Quimico (Amitraz con frecuencia de aplicacidon de cada 15 dias a una concentracion de
1mL de producto por litro de agua).

Variable medida:
e Porcentaje de mortalidad

Se obtuvo el porcentaje de mortalidad de cada uno de los tratamientos mediante la ecuacién

descrita en la metodologia de Nunes y colaboradores (2019), que se muestra a continuacion.

) N° de garrapatas final
% Mortalidad = —— X% 100
N° de garrapatas inicial

Disefo Estadistico:
Se realizd un andlisis de varianza (ANDEVA), usando un modelo lineal general (GLM) y una

separacion de medias DUNCAN, se utilizé un disefio completamente al azar (DCA) para la variable
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medida: porcentaje de mortalidad. El nivel de significancia utilizado fue <0.05. Para el analisis se
implementd el software Statistical Analysis System (SAS versién 9.4®).

Ensayo |, parte Il. Determinacion de la infeccidn bioldgica in vitro de B. bassiana y M.
anisopliae sobre adultos de R. microplus recolectados después de aplicacion en campo.

El ensayo se llevd a cabo durante la fase de campo (18 de marzo al 15 de abril de 2025) en el
laboratorio de control bioldgico de la Universidad Zamorano. Se recolectaron manualmente, con
ayuda de pinzas, cinco garrapatas adultas de entre 5 a 10mm de longitud (Jones, 2015) por cada vaca
seca tratada con un agente biolégico, acumulando un total de 20 garrapatas por tratamiento. Durante
la recoleccidn, se extrajeron cuidadosamente para evitar dafiar el hipostoma y se depositaron en
bolsas Ziploc rotuladas segun el tratamiento correspondiente. Posteriormente, las muestras fueron
trasladadas al laboratorio, donde se siguio el protocolo modificado de Cardona y Vergara (2006) para
evaluar la efectividad de los distintos tratamientos de control bioldgico, la colecta de garrapatas se
realizd en 3 de las 4 semanas aplicadas.

Las garrapatas se agruparon de acuerdo con su tratamiento y se distribuyeron en grupos de
10 garrapatas por caja Petri (8.5 cm de didmetro) cada una con un disco de papel toalla humedecido
para mantener la humedad relativa, las placas Petri se incubaron en condiciones ambiente por un
periodo de 7dias, con el fin de evaluar el desarrollo de los agentes patégenos después de cada
aplicaciéon en campo.

Variable medida:

e Porcentaje de infeccion de los tratamientos sobre las garrapatas adultas.
Se cuantificaron las garrapatas con estructuras fungicas en cada placa Petri para
evaluar el porcentaje de infeccién de M. anisopliae y B. bassiana mediate la ecuacién descrita

por Bittencourt et al. (2003).

B
x 100

% Infeccion =
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Dénde:

A= Total de garrapatas con presencia de conidios

B= Total de garrapatas sin presencia de conidios

Disefo Estadistico:

Se realizé un analisis de varianza (ANDEVA) y una separaciéon de medias DUNCAN para la
variable: porcentaje de infeccidn, el nivel de significancia utilizado fue P<0.05, para este analisis se
implementd el software Statistical Analysis System (SAS versién 9.4®).

Ensayo Il. Determinacion de la efectividad bioldgica in vitro de varias concentraciones de B.
bassiana, M. anisopliae y una mezcla de ambos hongos entomopatégenos sobre R. microplus
adultas frente al tratamiento quimico.

El ensayo se realizé en junio de 2025 en el laboratorio de control biolégico de la Universidad
Zamorano. Se recolectaron 144 garrapatas adultas de entre 5 y 10 mm de longitud (Jones, 2015),
obtenidas directamente de animales libres de tratamientos acaricidas pertenecientes a la unidad de
ganado lechero de Zamorano. La recoleccién se efectud manualmente con ayuda de pinzas,
levantando cuidadosamente los ejemplares para no dafiar el hipostoma, siguiendo una metodologia
ligeramente modificada de Nunes et al. (2019). Posteriormente, las garrapatas se depositaron en
frascos de vidrio de boca ancha, cubiertos con gasa humedecida, para su transporte al laboratorio.

En el laboratorio, los ejemplares fueron identificados con un estereoscopio, siguiendo la guia
taxondmica de Nava et al. (2019) para garrapatas que parasitan bovinos. Una vez confirmada la
identificacion, se aplicé el protocolo modificado de Cardona y Vergara (2006) para evaluar la
efectividad de los distintos tratamientos bioldgicos.

Los adultos se agruparon de acuerdo con su peso y se distribuyeron en grupos de seis
garrapatas que sumaron un peso de 0. 44g por caja Petri de 8.5 cm de diametro, cada una con un disco
de papel toalla humedecido para mantener la humedad relativa. Antes de la aplicacién de los

tratamientos, las garrapatas fueron desinfectadas por inmersidn en una solucidn de hipoclorito de
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sodio al 2% durante un minuto, seguida de dos enjuagues de un minuto cada uno en agua estéril.
Posteriormente, se colocaron sobre papel absorbente para retirar el exceso de humedad, se pesaron
individualmente y se asignaron a cada tratamiento procurando homogeneidad en el peso entre los
grupos (0.44g).

Se seleccionaron 144 garrapatas distribuidas en 8 tratamientos, con 3 repeticiones por
tratamiento y 6 unidades observacionales (garrapatas) por unidad experimental. Los tratamientos
evaluados fueron.

e T1: METAZAM® a una concentracion de 7.2 x 10° esporas/ml (Espinoza Silva, 2005)
e T2: METAZAM® a una concentracion de 1.6 x 10' esporas/ml
e T3:BAZAM® a una concentracion de 2.2 x 10'° esporas/ml

e T4: BAZAMP® a una concentracion de 9.84 x 108 esporas/ml (Fernandez Tondelli,
2006)

e T5: Mezcla de BAZAM® y METAZAM® a concentraciones de 9.84 x 10%y 7.2 x 10°
esporas/ml respectivamente.

e T6: Aplicacion de Amitraz 12.5% 1ml/L
e T7:Adherente

e T8: Agua estéril (control absoluto)

Cada tratamiento fue aplicado mediante inmersion de las garrapatas en la solucién
correspondiente durante 3 minutos. Luego las garrapatas se colocaron en sus respectivas placas Petri
con papel toalla humedecida, que fue rehidratado cada 24 horas para mantener condiciones
constantes de humedad relativa.

Variable medida:

e Tiempo Letal 50 (TL50) y 95 (TL95)

Se realizaron observaciones cada 24 horas, registrando la cantidad de garrapatas muertas

diariamente hasta alcanzar la mortalidad del total de garrapatas de cada tratamiento, asi como el

numero de masas de huevos ovipositados para su analisis posterior.
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Los datos obtenidos fueron analizados mediante el procedimiento Probit utilizando el
software Statistical Analysis System (SAS versién 9.4®) el cual permitié estimar el porcentaje de
mortalidad en funcién del tiempo.

Resultados

Ensayo |. Determinacion de la efectividad en campo de B. bassiana, M. anisopliae y una
combinacion de ambos hongos entomopatdgenos frente al control quimico con Amitraz sobre R.
microplus.

Porcentaje de mortalidad

El andlisis del porcentaje de mortalidad de garrapatas (cuadro 1) respecto a la poblacidn inicial
evidencio diferencias significativas entre tratamientos durante las cuatro semanas de evaluacion (p
0.0001) posteriores al muestreo y aplicacidn de tratamientos en el dia 1. Los valores de R? obtenidos
de la semana 1 a la 4 (entre 0.84-0.92) indican que los modelos explican gran parte del
comportamiento de los resultados, y los coeficientes de variacion (CV, entre 31-49 %) sobrepasan el
valor estandar aceptado, sin embargo, al tratarse de un ensayo en campo, se pueden considerar como
valores aceptables.

A los 7 dias después de la primera aplicaciéon, el tratamiento quimico presenté el mayor
porcentaje de mortalidad, significativamente superior al resto de los tratamientos, se observé una
accion inmediata sobre el control de R. microplus. Este resultado coincide con Schrak y Vainstein
(2010) quienes mencionan la rapidez de los acaricidas quimicos. En contraste, los tratamientos con
hongos entomopatdgenos mostraron una respuesta progresiva. En la primera semana, el tratamiento
M. anisopliae 1.6 x 10' esporas/ml (concentracién mayor) presentoé el porcentaje de control més alto
significativamente (28.6%) de los tratamientos bioldgicos, el tratamiento B. bassiana 2.2 x 10
esporas/ml (concentracién mayor) presentd un porcentaje de control de 14.8% el cual fue

estadisticamente igual a los tratamientos M. anisopliae 7.2 x 10° esporas/ml (concentracién menor)

y la mezcla entre B. bassiana y M. anisopliae. El tratamiento B. bassiana 9.84 x 10% esporas/ml
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(concentracion menor) presentd el porcentaje de mortalidad mdas bajo estadisticamente, en
comparacion al resto de tratamientos.
Quince dias después de la primera aplicacion, la eficacia de los hongos aumentd, registrando
29.77 % (M. anisopliae 1.6 x 10'° esporas/ml), 28.33 % (M. anisopliae 7.2 x 10° esporas/ml) y 29.09 %
(B. bassiana 2.2 x 10'° esporas/ml) presentando el mismo porcentaje de control estadisticamente,
siendo superiores a los tratamientos B. bassiana 9.84 x 10 esporas/mly la mezcla entre B. bassiana
y M. anisopliage. Veintiin dias después de la primera aplicacion, la tendencia se mantuvo:
estadisticamente el quimico lideré con 73.66 % de mortalidad, mientras que B. bassiana aumento a
33.37 %, superando a M. anisopliae 21.69 %. Estos valores sugieren que B. bassiana puede desarrollar
mejor desempefio en un tiempo mas prolongado como se muestra en el estudio de Abbasi (2025b).
A los 28 dias después de la primera aplicacidn, los tratamientos con las concentraciones mas
alta B. bassiana 2.2 x 10" esporas/ml 50.13 % y M. anisopliae 1.6 x 10" esporas/ml 47.55 %
presentaron los mayores porcentajes de mortalidad, con relacién a los tratamientos de menor
concentracién y la mezcla de ambos hongos entomopatdgenos. Estos resultados concuerdan a los
obtenidos por Barbieri y colaboradores (2023) documentado en ensayos de campo reducciones de

55% a 66% entre los dias 21 y 28 postratamiento.
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Cuadrol
Porcentaje de mortalidad de Rhipicephalus microplus, en vacas secas tratadas durante cuatro semans

con M. anisopliae, B. bassiana, su mezcla y el control quimico (Amitraz 12.5%) en la Universidad

Zamorano.
%Mortalidad
Tratamientos Dias despues de la 1ra. Aplicacién
1 2 3 4
Quimico 60.52% 70.2°8 73.7° 79.8°
B. bassiana (2.2 x 10" esporas/ml) 14.8° 29.1° 33.4° 50.1°
B. bassiana (9.84 x 108 esporas/ml) 2.1¢ 1.5¢ 10.4¢ 21.1¢
M. anisopliae (1.6 x 10™ esporas/ml) 28.6° 29.8° 21.7b¢ 47.6°
M. anisopliae (7.2 x 10° esporas/ml) 11.2« 28.4° 12.2¢ 17.4¢
B. bassiana/M. anisopliae 5.8 4.5¢ 8.0¢ 5.4¢
Probabilidad <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
CV (%) 35.55 31.19 48.69 325
R? 0.92 0.92 0.84 0.88

: valores con letras distintas en la columna presentan diferencias significativas segun la prueba Duncan (P<0.05).

Porcentaje de infeccion después de las aplicaciones de los tratamientos sobre las garrapatas
adultas.

Los resultados de la prueba para determinar el porcentaje de infeccidon en adultos de R.
microplus después de la aplicacidén de los tratamientos en campo se puede observar en el cuadro 2
donde los tratamientos M. anisopliae 1.6 x 10 y B. bassiana 2.2 x 10 presentaron los porcentajes
de infeccion mas altos y estadisticamente iguales, indicando claramente que las infecciones se
manifiestan con un alto porcentaje cuando se utiliza la concentracion mas alta para ambos
organismos, mientras que al utilizar concentraciones bajas se observa porcentajes de infeccion

menores como se observa en los tratamientos M. anisopliae 7.2 x 10° y B. bassiana 9.84 x 108,
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Cuadro 2
Porcentaje de infeccion en adultos de R. microplus colectados de vacas secas bajo tratamientos de

control bioldgico, Universidad Zamorano, Honduras

Tratamientos Infeccidn (%)
B. bassiana (2.2 x 10™ esporas/ml) 95.00%%

B. bassiana (9.84 x 108 esporas/ml) 67.50°
M. anisopliae (1.6 x 10™ esporas/ml) 97.50°
M. anisopliae (7.2 x 10° esporas/ml) 82.50°
Beauveria bassiana/Metarhizium anisopliae 80.00°
Control 0.00¢
Probabilidad 0.0041
R2 0.96

CV (%) 4.58

U: valores con letras distintas en la columna presentan diferencias significativas segun la prueba Duncan (P<0.05).

Ensayo Il. Determinacion de la efectividad bioldgica in vitro de dos concentraciones de B.
bassiana, M. anisopliae y una mezcla de ambos hongos entomopatégenos sobre R. microplus
adultas frente al tratamiento quimico.

Estimacion de Tiempo Letal 50 (TL50) y 95 (TL95)

El analisis de los datos obtenidos con el procedimiento Probit con limites de confianza del
95% (LF95) (Cuadro 3) muestra que el tratamiento quimico (Amitraz 12.5%) presentd un tiempo letal
TLso de 62.93 horas (rango 48.05 a 75.13 horas) y el tratamiento M. anisopliae (1.6 x 10 esporas/ml)
con tiempo letal TLso de 68.96 horas (rango 58.17 a 78.85 horas), ambos mostraron los menores
tiempos letales 50, estadisticamente iguales, evidenciando la rapidez para infectar adultos de R.
microplus cuando se aplica en concentraciones altas y condiciones apropiadas puede ser una
alternativa prometedora para el control de garrapatas como sugiere Murigo, et al. (2016). Los
tratamientos M. anisopliae 7.2 x 10° esporas/ml y la mezcla de B. bassiana con M. anisopliae
presentaron tiempos letales 50 de 105.53 y 109.22 horas respectivamente fueron estadisticamente

iguales, mientras que B. bassiana 2.2 x 10 esporas/ml con TLso de 148.05 horas y B. bassiana 9.84 x
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108 esporas/ml con TLso de 183.16 horas fueron estadisticamente diferentes entre si y el resto de los
tratamientos, evidenciando que su accién es mas lenta que la de M. anisopliae. Esto coincide con
estudios donde B. bassiana es reportado como menos agresivo frente a garrapatas adultas debido a
diferencias en la produccidn de enzimas hidroliticas y metabolitos secundarios (Mascarin et al., 2019).
Los resultados obtenidos del tiempo letal 95 (TLss) indican que los tratamientos M. anisopliae

(1.6 x 10 esporas/ml), M. anisopliae 7.2 x 10° esporas/ml, la mezcla de B. bassiana con M. anisopliae
presentaron los TlLes mas bajos y estos fueron estadisticamente iguales al tratamiento quimico, el
tiempo letal 95 (TLss) de los tratamientos con B. bassiana fueron estadisticamente mas altos que los

demas tratamientos, estos resultados se asemejan a los obtenidos por Abbasi (2025c).

Cuadro3
Estimacion de Tiempo Letal 50 (TL50) y 95 (TL95) de M. anisopliae, B. bassiana, tratamiento combinado
de M. anisopliae/B. bassiana y control quimico (Amitraz 12.5%) sobre garrapatas adultas obtenido por

medio del andlisis Probit

Tratamiento TL50 h (LF95%) TL95 h (LF95%)
Quimico 62.94% 136.82°
48.05 75.13 118.39 169.15
M. anisopliae (1.6 x 10" esporas/ml) 68.96° 121.57°
58.17 78.85 106.99 147.22
M. anisopliae (7.2 x 10° esporas/ml) 105.53° 133.92°
97.97 112.98 124.11 153.20
B. bassiana/M. anisopliae 109.22° 141.35°
101.34 117.15 130.63 161.71
B. bassiana (2.2 x 10" esporas/ml) 148.05¢ 216.38°
136.73 159.06 200.21 240.77
B. bassiana (9.84 x 108 esporas/ml) 183.16¢ 275.20°¢

170.14 196.01

255.35 303.98

U: valores con letras distintas en la columna presentan diferencias significativas segun el andlisis de limites. Probit. LF: limite fiducial de

confianza.
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Conclusiones

Los tratamientos con hongos entomopatégenos mostraron un efecto progresivo sobre la
mortalidad de R. microplus, con un incremento en la eficiencia a lo largo de las semanas posteriores
a la aplicacién. Las concentraciones altas de M. anisopliae (1.6 x 10" esporas/ml) y B. bassiana (2.2 x
10™ esporas/ml) alcanzaron los mayores porcentajes de control, registrando 47.55% y 50.13%,
respectivamente, a los 28 dias postaplicacién. Aunque el tratamiento quimico presentd la mortalidad
acumulada mas alta, los hongos entomopatdgenos demostraron un potencial de uso a largo plazo
para el control de este ectoparasito, con ventajas de sostenibilidad ambiental tomando en cuenta que
el uso continuo de una molécula quimica no debe exceder los 9 meses consecutivos, asi como los
efectos residuales en carne y leche.

El analisis Probit mostré que M. anisopliae 1.6 x 10" (TL:68.96h) y el tratamiento quimico
Amitraz 12.5% (TL50: 62.93h) fueron los mas rapidos y estadisticamente equivalentes, mientras que
B. bassiana en sus concentraciones 2.2 x 10" esporas/ml y 9.84 x108 esporas/m| mostraron un tiempo
letal mas lento (TL50:148.05h y TL50:183.16h) respectivamente. Para el tiempo letal 95, los
tratamientos de M. anisopliae y la mezcla de ambos hongos entomopatdgenos igualaron al quimico.
Los tratamientos de B. bassiana presentaron TlLgs mayores, no obstante, alcanzaron una alta
efectividad a largo plazo durante el ensayo en campo a los 28 dias.

Las concentraciones altas de M. anisopliae y B. bassiana lograron la mayor infectividad en
adultos de R. microplus, superaron las concentraciones bajas y la mezcla de ambos hongos. Aunque
B. bassiana actia mas lentamente, su eficiencia a largo plazo iguala a M. anisopliae como se observa
en la mortalidad acumulada a los 28 dias post tratamiento. Esto respalda su aplicabilidad como
alternativa ecoldgica para el control sostenible de R. microplus, frente a las limitaciones de los

acaricidas quimicos, asociadas al desarrollo de resistencia, la residualidad y el impacto ambiental.
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Recomendaciones

Evaluar la eficacia del uso de Metarhizium anisopliae aplicado directamente en potreros

(bebederos, cercas y zonas de descanso) para reducir la carga de larvas infectantes de R. microplus.

Investigar programas de rotacion y asociacion entre control bioldgico y quimico como

estrategias para retrasar la aparicion de resistencia en poblaciones garrapatas.

Analizar la influencia de factores ambientales (humedad, radiacién solar y temperatura) sobre

la persistencia y virulencia de M. anisopliae en condiciones de campo.

Evaluar la efectividad de las concentraciones mas altas de ambos hongos entomopatédgenos
combinados durante un periodo de al menos ocho semanas o mas, hasta alcanzar un control sostenido

de R. microplus.
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Anexos

Anexo 1 Garrapatas Colonizadas Con Beauveria y Metarhizium.

Anexo 2 Aplicacion de tratamientos.

28



Anexo 4 Garrapatas en insercion de cola e isquiones.

Anexo 3 Muestreo de garrapatas.
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Figura 1 Representacion de Tiempo Letal 50 y 99, obtenida en la prueba de estimacion para M.

anisopliae, B. bassiana, mezcla entre M. anisopliae,/B. bassiana y Amitraz 12.5% sobre R. microplus.
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Nota: M16A representa el tratamiento M. anisopliae dosis alta (1.6 x 10" esporas/ml), M72A es M. anisopliae dosis
baja (7.2 x 10° esporas/ml), BB/MA es la mezcla (B. bassiana mas M. anisopliae), B2B es B. bassiana dosis alta (2.2 x 10
esporas/ml) y B9B es B. bassiana dosis baja (9.84 x 108 esporas/ml).



