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de conocer, cultivar y aprovechar los elementos inagotables de la
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Resumen

Se estudio la susceptibilidad de la garrapata Boophilus microplus (Canestrini), plaga
del ganado vacuno, en los estados larval y adulto, frente al nematodo Heterorhabditis
indica Poinar a nivel de laboratorio. Se utilizd la especie Galleria mellonella
(Lepidoptera: Pyralidae) como hospedante para la reproduccion masiva “in vivo” de
nematodos. Para los experimentos en Boophilus microplus, en su estadio larval, se
analizo el porcentaje de eclosidn, y se aplicaron concentraciones de 100, 200 y 400
nematodos/garrapata con cinco réplicas por tratamiento. Para el estado adulto se
aplicaron concentraciones de 25, 50, 75 y 100 nematodos/garrapata con diez réplicas
por tratamiento. Se calculd el porcentaje de mortalidad en cada tratamiento, y el
porcentaje de ovoposicion para adultas. Para B. microplus (estado larval), los
resultados arrojaron un 60% de mortalidad para el tratamiento de 100
nematodos/garrapata, mientras que para 400 nematodos/garrapata fue de un 80%.
En el estado adulto, para la concentracion de 25 nematodos/garrapata a las 168
horas, la mortalidad result6 ser del 90%, mientras que para 100 nematodos/garrapata
fue de un 100%, con un porcentaje de ovoposicion de 50% para ambos tratamientos.
La CLso para larvas fue de 62.5 ij3 y para adultos de 6,5 ij3. Los resultados indican
una efectividad para el control de B. microplus, por lo que es posible el uso del

nematodo H. indica para el control biolégico de la garrapata B. microplus.

Palabras clave: Boophilus microplus, CLs, control biol6gico, Heterorhabditis indica
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Abstract

The susceptibility of the tick Boophilus microplus (Canestrini) pest of the bovine
livestock, in the larval and mature states, was studied, front of entomopathogenic
nematode Heterorhabditis indica Poinar at laboratory level. The species Galleria
mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) was used as host for the massive reproduction "in
vivo" of nematodes. For the experiments in B. microplus, in their larval stage the
percentage of appearance was analyzed, and concentrations of 100, 200 and 400
nematodes/tick were applied with five replicas by treatment. For the mature state
concentrations of 25, 50, 75 and 100 nematodes/tick were applied with ten replicas by
treatment. The percentage of mortality was calculated in each treatment, and the
ovoposition percentage for mature. For B. microplus (larval stage), the results threw
60% of mortality for the treatment of 100 nematodes/tick, while it stops 400
nematodes/tick it was of 80%. In the mature state, for the concentration of 25
nematodes/tick at the 168 hours, the mortality turned out to be of 90%, when used
100 nematodes/tick it was of 100%, with a percentage of ovoposition of 50% for both
treatments. The CLs for larvae was of 62.5 ij3 and for adults of 6,5 ij3. The results
indicate an effectiveness for the control of B. microplus, for what is possible the use of

the nematode H. indica for the biological control of the tick B. microplus.

Keywords: Boophilus microplus, CLsg, biological control, Heterorhabditis indica
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1. INTRODUCCION.

La ganaderia tropical cubana posee hemoparésitos, sobre todo en el ganado bovino,
gue constituyen uno de los principales problemas, con graves consecuencias
econdmicas, provocando pérdidas cuantiosas en la produccion de leche,
disminuyendo considerablemente la conversion alimentaria y la ganancia de peso
diaria (Redondo et al , 1999).

La garrapata Boophilus microplus (Canestrini, 1887) (Acari: Ixodidae), figura como
uno de los ectoparasitos de mayor importancia econémica a escala mundial, por las
pérdidas que ocasiona en la produccion pecuaria (Grisi et al., 2002); problematica
gue se acentla en la cria del ganado vacuno, sobre todo, debido a esta especie es
un componente fundamental del ciclo biolégico de la garrapata, al constituir su
hospedante por excelencia, aunque ocasionalmente puede parasitar tanto el ganado
equino como el ovino. (Gonzales, 1974). En Cuba, las pérdidas econdmicas,
causadas por la accién patdgena de las garrapatas, se estiman en 8 millones de
dolares (Cordovés et al., (1980).

Actualmente, es comun utilizar productos quimicos para el tratamiento de las
diferentes enfermedades y parasitismo del ganado bovino. Sin embargo, es bien
sabido que su aplicacion frecuente puede generar resistencia en los organismos que
se combaten (Panella et al. 1997 y Kemp et al. 1998), ademas de que producen
efectos colaterales, los cuales el animal deber& enfrentar junto con la enfermedad
(Thullner, 1997).

En base a lo anteriormente expuesto, se hace cada vez mas necesaria la busqueda
de alternativas eficientes que, a la vez de efectivas, no sean agresivas para la salud

animal y humana, asi como para el ambiente.



Se han estudiado varias alternativas no quimicas para el control de garrapatas, de
las cuales algunas se han puesto en practica. De ellas se pueden citar como ejemplo:
bacterias (Bacillus thuringiensis), hongos (Beauveria bassiana y Metharhizium

anisopliae.) y nematodos entomopatogenos.

De los agentes de control biolégico mencionados uno de los menos utilizados en
Cuba son los nematodos entomopatogenos. Estos agentes pueden llegar a controlar
un gran numero de plagas lo que demuestra su gran eficacia para ser utilizados en
esta lucha. (Mannion y Jansson, 1993; Sulistyanto y Ehlers, 1996; Ehlers y Peter,
1996).

Es necesario por ello realizar estudios dirigidos a conocer el efecto de estos
biorreguladores frente a B. microplus, uno de los principales ectoparasitos que

afecta de manera notable al ganado vacuno, y por tanto a la economia del pais.

Por lo que se traza la siguiente Hipotesis:

Si Heterorhabditis indica (Poinar) ejerce un control sobre la garrapata Boophilus
microplus (Canestrini), entonces se pudiera establecer una estrategia para su control

biologico.

Para dar cumplimiento a la hipotesis se trazé el siguiente Objetivo general:

Objetivo general:

Determinar la efectividad de Heterorhabditis indica en el control biolégico de
Boophilus microplus (Canestrini), y las concentraciones letales a emplear para su

control.



Objetivos especificos:

1. Determinar la susceptibilidad de larvas y adultos de B. microplus a H. indica,

en condiciones de laboratorio

2. Determinar los cambios en los parametros bioldgicos de B. microplus, en

tratamientos con H. indica

3. Determinar los Concentraciones Letales de H. indica, sobre B. microplus
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA.
2.1. Garrapatas

Las garrapatas son 4caros cosmopolitas, ectoparasitos temporales de reptiles, aves
o mamiferos, pertenecen a la Clase Aracnida del Orden Acarina. Por su tamafo
resultan observables a simple vista. Las especies conocidas no alcanzan el millar,
se dividen en dos familias: Ixodidae (garrapatas duras) y Argasidae (garrapatas
blandas).

2.1.1. Sistematica y caracteristicas generales de Boophilus microplus

(Canestrini).

Morfolégicamente, las especies de la familia Ixodidae se caracterizan por poseer el
cefalotérax y el abdomen fundidos en una sola regién continua, desprovista de
segmentacion. El dimorfismo sexual es acentuado con un escudo pequefio y corto en
hembras, larvas y ninfas, no sobrepasando la region media del cuerpo; mientras que
en machos el escudo es largo y se extiende hasta la margen posterior. En las
hembras se observan areas porosas; hipostoma denticulado en la mayoria de los

géneros.

Estudios moleculares y morfoldgicos recientes de los géneros Rhipicephalus (Koch,
1844) y Boophilus (Canestrini, 1887) indicaron que las cinco especies de Boophilus
forman el género paraphyletico Rhipicephalus. Con base en esto, Boophilus es
ubicado como un subgénero de Rhipicephalus y por lo anterior las cinco especies
de Boophilus deben ser citadas asi: Rhipicephalus ( Boophilus), ( Murrell & Barker,
2003), sin embargo la sinonimia de Boophilus con Rhipicephalus no da lugar a
la pérdida del género Boophilus (Barker y Murrell, 2004). Estos cambios en la
taxonomia del género se deben a estudios moleculares de partes del genoma de las
especies del género, sin embargo a pesar de la cercania genética entre ambos
géneros, las diferencias tanto morfolégicas como bioldgicas (en especial sus
ciclos de vida), son evidentes. Esta nueva ubicacion taxondémica del género

Boophilus no es aceptada por algunos taxbnomos como Caeiro (2006) en Portugal,



quien considera que los caracteres morfologicos que presentan los ixédidos definen
muy bien los géneros. Segun el autor la ubicacion de Boophilus como subgénero del
género Rhipicephalus, es un resultado timidamente presentado que no es aceptado
por varias razones: desde el punto de vista biologico las especies del género
Boophilus completan su ciclo vital en un s6lo hospedante, mientras que las especies
del género Rhipicephalus lo completan en tres hospedantes, con excepcion para

Rhipicephalus bursa y Rhipicephalus evertsi que lo realizan en dos hospedantes.

Boophilus microplus

Es un ectoparasito de un solo hospedante y habitos hematéfagos estrictos, (Encinas
et al., 1999).

Es una garrapata no ornamentada y carece de festones en su borde posterior.
El macho mide 1,5 a 2,3 mm de largo y la hembra repleta de sangre llega a

tener 9 al0 mm haciéndose globulosay de un color verde oscuro azuloso.

2.1.2. Distribucién e importancia.

Las garrapatas se han adaptado a la mayoria de los nichos terrestres del
planeta y se han especializado en alimentarse de sangre de mamiferos, aves y
reptiles. La adaptacion evolutiva de las garrapatas a la hematofagia, es la
principal razén porla que producen grandes pérdidas econOmicas, sin embargo,
el mayor impacto de las infestaciones por garrapatas sobre los animales y el
hombre es a través de los patégenos que ellas transmiten.

El impacto econémico negativo de B. microplus a la ganaderia se debe a efectos
directos e indirectos (Lima et al., 2000). El efecto directo, es el resultado del dafo a
las pieles por accion de las picaduras, pérdida de sangre y disminucion de
pardmetros productivos (Sutherst, 1983). El efecto indirecto estd dado por los

agentes etioldgicos que transmiten (Cen et al., 1998).



Constituye el principal transmisor bioldgico de agentes patégenos como: Babesia
bovis, Babesia bigemina y Anaplasma marginale. Los protozoos B. bovis y B.
bigemina son transmitidos por la hembra a los huevos por via transovarica. B. bovis
es transmitido al ganado por las larvas infectadas y B. bigemina solamente es
transmitida por ninfas y adultos (Guglielmone et al., 2006). Constituye ademas un
agente debilitador, que afecta la produccion de leche, carnes y pieles, influyendo
también en la presentacién de abortos y crias muertas, lo que ocasiona gastos en

divisas por concepto de compras de garrapaticidas y medicamentos.

2.1.3. Mecanismos de infeccion.

Las garrapatas estan provistas de un aparato bucal especializado para la succion de
sangre del huésped. Para ello se valen de una adaptaciéon en los queliceros, que les

permite romper la piel, clavar el hipostoma vy fijarse a los bordes de la herida.

Por este motivo, resulta una fijacion muy sélida y dificil de deshacer. Al fijarse al
cuerpo y succionar sangre, la garrapata segrega saliva que provoca irritacién local,
una afluencia mas intensa de sangre impidiendo la coagulacion de la misma en el
lugar de la picadura. Esta secrecién, de efecto toxico origina una inflamacion local
gue unida al canal de la picadura, causa dolores a los animales, lo que causa apatia

en el hospedante (McKenzie, 1998).

2.1.4. Ciclo de vida.

El ciclo de vida de B. microplus se compone de dos fases (Basto et al., 2006):
+ Fase de vida libre o no parasitaria.
+ Fase parasitaria o sobre el hospedante.

La garrapata pasa por 4 estados bioldgicos: huevo, larva, ninfa y adulto.

La infestacion ocurre al encontrarse el hospedante en el pasto, donde esta la larva

activa, y por medio de geotropismo negativo, pasa de la vegetacion al hospedante, al



ser atraida por la emanacion de CO, del mismo, del que se sujeta a su paso entre la
maleza (Solis, 1986).

La duraciéon de vida en la fase larvaria en las hierbas es muy variable e importante

cuando se pretende establecer algin programa de control, (Sutherst et al., 1979).

Una vez que copula, se mantiene sobre el hospedante y se alimenta de sangre,
hasta el momento en que se desprende para caer en la pradera, la hembra
ovoposita y muere (Basto, 2006). Al emerger las larvas comienzan un nuevo ciclo,
gue dura aproximadamente 60 dias. Los machos contindan alimentandose en el
bovino o en el pasto. La fase parasita sobre el ganado es poco variable en su
desarrollo en cuanto a tiempo (21-23 dias), independiente de las condiciones

climaticas imperantes, pero no asi la fase de vida libre (Nufez et al., 1982).

Durante la infestacion se establece una relacion muy estrecha con el hospedante
bovino, la cual se lleva a cabo en los sitios donde se fija en la piel, a través de su
aparato bucal. En ese lugar, las glandulas salivales de la garrapata secretan enzimas
digestivas, inhibidores de la coagulacion y otras substancias activas que aseguran

una relacion inmunoldégica favorable al parasito (Nufiez et al., 1982).

2.1.5. Métodos de control mas utilizados

Los métodos de lucha que actualmente se emplean contra la garrapata han variado
poco en los ultimos afios, y en general no se han alcanzado resultados
satisfactorios (De la Vega et al. 1985). El control de las garrapatas ha sido realizado
mediante el uso de métodos quimicos y no quimicos. Los métodos quimicos se
basan en el uso intensivo de acaricidas sintéticos, los cuales se emplean en
diferentes dosis y diferentes formas: concentrados, bafios, sprays e inyecciones
(Rodriguez-Vivas et al., 2005; Patarroyo et al., 2009). Las familias de ixodicidas

gque mas se han empleado han sido los organoclorados, organofosforados,



piretroides, amidinas, fenilpirazolonas y lactonas macrociclicas (Rosario Yy
Hernandez, 2001).

Los fitoplaguicidas mas prominentes en los ultimos afios son los derivados del arbol
del NIM (Azadirachta indica) los cuales han sido estudiados por la entomologia y la

fitoquimica (Mulla et al., 1999; Huerta y Rodriguez, 1999).

La resistencia del B. microplus. a diferentes grupos quimicos de acariciadas,
constituye un problema. En Cuba la resistencia de las garrapatas a
organosfosforados, ha alcanzado altos niveles (Villalba y Stendel, 1976). Algunos
compuestos han tenido que ser retirados del mercado por su alta toxicidad y

afectacion al ambiente (Kemp et al. 1999).

Se han estudiado y puesto en practica drogas que por accion sistémica actian sobre
el desarrollo del B. microplus afectando la evolucion y la ovoposicion. Otro grupo de
sustancias sistémicas lo constituyen las avermectinas, que son lactosas microciclicas
de accion sistémica y de excelente efecto sobre los endo y ectoparasitos
(Lombardero et al., 1984).

La concientizacion de los efectos negativos de los ixodicidas en el ambiente ha
motivado la busqueda de métodos alternativos de control no quimico (Kay &
Kemp,1994), donde se incluye la seleccibn de razas de bovinos resistentes,
vacunas antigarrapatas, y control biolégico (Rodriguez-Vivas et al., 2005). Diferentes
organismos vivos como las hormigas (Pheidole megacephala), bacterias (Bacillus
thuringiensis), nematodos (Heterorhabitis sp., Steinernema sp.) y hongos
entomopatdégenos (Beauveria sp., Metarhiziun sp.), han demostrado ser eficaces

en el control de ectoparasitos de importancia veterinaria (Samish et al., 2004)



2.2. Nematodos entomopatdgenos

Los Nematodos (Nematoda) forman el mayor grupo de nematelmintos
(Nemathelminthes), con unas 80.000 especies descritas en la bibliografia cientifica.
Algunos investigadores plantean que existen realmente alrededor de un millon de

especies.

Los nematodos entomopatégenos estdn ubicados taxondémicamente en el Orden
Rhabditida

Suborden: Rhabditina
Superfamilia: Rhabditoidea (Woodring y Kaya (1988)).

Familia: Steinernematidae y Heterorhabditidae (Poinar (1976))

2.2.1. Sistematica y caracteristicas generales de Heterorhabditis sp.

La familia Heterorhabditidae posee un solo género: Heterorhabditis sp. (Poinar,
1976). Este género se encuentra en asociacion simbiotica con bacterias de la familia
Enterobacteriaceae, del género Photorhabdus (Boemare et al., 1993). Son parasitos
obligados de insectos que les confiere una considerable funcion como bioinsecticidas
(Gaugler y Kaya, 1990).

El género Heterorhabditis ha surgido como candidato excelente de biocontrol
alternativo para muchas especies patdgenas al presentar caracteristicas relevantes

entre las que destacan:

-Posee un amplio rango de hospedantes (Gaugler, 1981, 1988; Doucet y Giayetto,
1994).

-Puede ser aplicado facilmente con los equipos estandar (Reed et al.,, 1986;
Schmidt, 1998).

-Es factible la seleccion genética (Gaugler 1987; Glazer et al. ,1997)


http://www.monografias.com/trabajos14/dinamica-grupos/dinamica-grupos.shtml

-Es compatible con muchos insecticidas quimicos (Forschler et al.,, 1990; Hara y

Kaya, 1993) y con otros agentes biorreguladores (Gothama et al., 1995).

-Es ambientalmente seguro tanto para plantas, vertebrados y otros organismos
(Poinar et al., 1982; Poinar, 1989; Georgis y Hague, 1991; Boemare et al.,1996).

2.2.2. Ciclo de vida.

Comprende seis estadios: huevo, cuatro estadios larvales o juveniles ji, j2, j3 Y Ja

(separados por mudas), y adulto.

La fase infectiva es el estado juvenil s, el cual posee la region cefalica con armadura,
a manera de diente dorsolateral o subventral y tiene células vivas de su bacteria

simbionte en el intestino, llevandola de hospedante a hospedante.

Una vez que los juveniles infectivos de tercer estadio inician el ciclo de vida son
capaces de localizar e invadir las larvas de una variedad de hospedantes favorables
(Grewal y Georgis 1999). Todos los otros estadios de los nematodos existen

solamente dentro del hospedero.

Los infestivos juveniles generalmente son envainados dentro de la cuticula del j, que
no se desprendidé de la misma al pasar al j3, pero estad separado e intacto de esta
segunda pared. Esta extracuticula le confiere una importancia en la resistencia a las
condiciones medioambientales desfavorables, aunque la fisiologia de estos le

confiere resistencia, (Woodring y Kaya, 1988).

Los juveniles durante la busqueda de un nuevo hospedero en el suelo, no se
alimentan, pero usan sus reservas de grasa. El metabolismo se reduce al minimo,
permitiendo a éstos sobrevivir por varias semanas a meses. Los nematodos de

segundo estadio pierden la cuticula durante la penetracion en un nuevo hospedero.

10



El ciclo descrito requiere de 12-15 dias para Heterorhabditis sp. (Arteaga et al.,

1994). En pequefios insectos puede permitir solamente una generacion.

2.2.3. Asociacion nematodo- bacteria.

La asociacion mutualista entre los nematodos y las bacterias, es Unica y altamente
especifica, que involucra una serie de procesos biologicos similares, que les
confieren caracteristicas de mayor virulencia. Los nematodos actian como vectores
y protegen a la bacteria de las condiciones ambientales del suelo y contribuyen
significativamente en la patogénesis durante la liberacidon e invasion del hospedero.
Mientras que las bacterias juegan un papel nutricional para el nematodo, al crear
condiciones favorables para su desarrollo y reproduccion y antibiosis contra otros

organismos extrafos.

Todos los Heterorhabditis spp. poseen a Photorhabdus luminescens como bacteria

simbionte.

El tercer estadio infectivo juvenil de los nematodos, es quien conduce Unicamente su
bacteria simbionte (Akhurst, 1983; Bird y Akhurst, 1983). Estas bacterias se localizan
en el eso6fago y en la porcidon ventricular del intestino en los estadios infectivos de
Heterorhabditis sp. (Endo y Nickle, 1991), y la conducen dentro del hemocele de los

insectos hospedantes (Boemare et al., 1992).

Cuando los juveniles infectivos son atraidos a los hospedantes potenciales (Gaugler
et al.,, 1980) y mediante las amfidias detectan las huellas quimicas (Perry, 1996);
penetran, a través de las aberturas naturales, a diferentes larvas de insectos
(Grewal y Georgis, 1999), emigran e invaden el hemocele, donde liberan las
bacterias simbiontes, las cuales se multiplican en la hemolinfa rica en nutrimentos-
trealosa (Friedman, 1978; Akhurst, 1982), probablemente a las cinco horas al entran
al insecto (Dunphy y Thurston, 1990), rapidamente se propagan y matan al
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hospedero en 48 horas, por septicemia letal, estableciendo condiciones favorables

para el desarrollo de los nematodos (Akhurst, 1982; Akhurst y Dunphy, 1993).

Simdes y Rosa (1996) mencionan que la familia Heterorhabditidae es patégena intra-
hemocélica de insectos. La infeccidn del hemocele de los hospedantes es un paso
critico durante la patogénesis, e involucra dos etapas: la invasion de la cavidad
hemocélica y la evasion del nematodo infectivo de las reacciones del hospedante,

permitiendo su establecimiento y nuevo desarrollo.

El complejo nematodo-bacteria muestra gran potencial como un agente de control
biolégico de insectos nocivos en ambientes cripticos (Klein, 1990). Esta asociacion
es de fundamental importancia, pues el género Photorhabdus es altamente

patégeno para una diversidad de larvas de insectos (Dunphy y Webster, 1988).

2.2.4. Mecanismos de supervivencia

Debido a que estos nematodos son muy susceptibles a condiciones ambientales
extremas han desarrollado los siguientes mecanismos de supervivencia (Ishibashi
y Kondo, 1990).

1- Agregacion: Ocurre comunmente en muchas especies de nematodos
y les permite proteccion contra la desecacién y radicacion solar
(Wallace y Doncaster, 1964).

2- Inactividad: Si bien la movilidad constituye una ventaja en la
busqueda activa de los hospedantes la inactividad que pueden
desarrollar se convierte en una ventaja para su supervivencia al
reducir el uso de sus reservas energéticas. (Ishibashi y Kondo, 1986;
Timper y Kaya, 1989).

3- Deshidratacion: La pérdida de gran parte del contenido del agua de
su organismo hasta el punto donde el metabolismo es completamente

detenido dando como resultado un estado de suspension total de la
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animacion denominado criptobiosis anhidrobiotica. (Womersley,
1990).

2.2.5. Mecanismos de infeccion

Para localizar al hospedante, los nematodos pertenecientes al género
Heterorhabditis sp. migran activamente a través del suelo cuando la humedad
relativa es alta (Ishibashi et al.,, 1994), buscan activamente los hospedantes,
siguiendo sefiales quimicas emanadas por estos, y son mas eficaces contra presas

subterraneas sedentarias, (Gaugler et al., 1989; Timper et al., 1991).

Los nematodos penetran en el hospedante por las aberturas naturales (boca, ano o
espiraculos) y en el caso de Heterorhabditis también pueden penetrar directamente a
través del tegumento intersegmental (Beeding y Molineux, 1982). En acaros,

penetran a través del ano o el poro genital de las hembras (Samish, 2000).

Bedding y Molyneux (1982) reportan que los juveniles infectivos de Heterorhabditis
sp., se desprenden de la cuticula ante la presencia de un hospedante, y muestran un
diente largo, anterior y terminal, el cual es usado para facilitar la ruptura de las

membranas intersegmentarias, al raspar y romper la cuticula de los mismos.

Una vez que el nematodo se instala en el hemocele, libera las células de la bacteria
a través del ano, las que proliferan y matan al hospedero a partir de las primeras 24
horas, modificando los tejidos y creando condiciones para permitir el desarrollo de los
nematodos, que se alimentan tanto de los tejidos semidegradados como de las
propias células bacterianas. Rapidamente ocurre el paso al cuarto estadio, que dara
origen a adultos hermafrodita en Heterorhabditis sp. . Una o mas generaciones
anfimicticas pueden ocurrir en el hospedante hasta que escasea el alimento,
momento en que los juveniles infestivos abandonan el cadaver y buscan de un nuevo
insecto (Poinar, 1990; Kaya et al., 1993).
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2.2.6. Diversidad de hospedantes

Unos 16 ordenes de la clase Insecta son hospedantes de nematodos en condiciones
de laboratorio y campo (Poinar, 1990; Doucet y Giayetto, 1994). Se encuentran con
mayor frecuencia en Lepidoptera y luego en Coleoptera, Orthoptera, Diptera e

Hymenoptera.

También se ha reportado susceptibilidad en acaros del género Boophilus sp. (Georgis
e Manweiler, 1994; Smart JR, 1995; Doucet et al., 1998; Taylor et al., 1998).

Debido a la bacteria asociada que mata rapidamente a los hospedantes, los
nematodos no estdn adaptados al ciclo de vida del hospedero especifico y son
capaces de parasitar cientos de insectos plagas, este espectro de actividad, es mas

caracteristico de un insecticida quimico que de un biolégico (Gaugler, 1988).

Sin embargo, y tal como sefiala Gaugler (1988) en la naturaleza, el rango de
hospedantes puede ser restringido por las barreras ecoldgicas, el comportamiento
del hospedante, y el nimero de nematodos entomopatdégenos que existen para la

infeccion.

2.2.7. Reproduccion

Heterorhabditis sp. es de tipo hermafrodita proterandrica, o sea, los drganos
masculinos y los espermatozoides se desarrollan antes que los 6rganos femeninos y

los 6vulos. En ellas existe un ovotesticulo.

Para el uso comercial se realiza una reproduccion masiva in vivo. En este tipo de
reproduccion se utilizan los insectos como pequefios reactores biolégicos y

generalmente se emplean larvas de Galleria mellonella, lepidéptero conocido como
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polilla de la cera o de los apiarios, debido a su disponibilidad comercial (Woodring y
Kaya, 1988). Tanto el in6culo como el producto del proceso son los estadios

juveniles.
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3. MATERIALES Y METODOS.

El presente trabajo se realizé en el Laboratorio de Patologia de Insectos del Centro
de Investigaciones Agropecuarias (CIAP), y el Laboratorio de Parasitologia del
Centro de Bioactivos Quimicos (CBQ), ambos de la Universidad Central “Marta
Abreu” de las Villas, ubicada en el municipio de Santa Clara, provincia Villa Clara, en

los meses comprendidos desde septiembre del afio 2011 a mayo de 2012.

Para llevar a cabo los experimentos se empled el nematodo entomopatégeno
Heterorhabditis indica Poinar, la cepa P,M, procedente de los CREE del Minaz de
Villa Clara.

Para calcular las concentraciones de nematodos que se aplicaron en los
experimentos de laboratorio se utilizd la formula ofrecida por Woodring and Kaya
(1988):

1
S=N=*_"xx(xXx+1
M ( )

donde: S: concentracién (nematodos/mL) en la suspension inicial.
N: nimero de nematodos por conteo (minimo 2).
M: nimero de mililitros en la placa Siracusa.

X+1: factor de dilucion.

Luego de calculado S, para hallar las concentraciones necesarias para los

experimentos, se utilizo la formula dada por los propios autores:

D =C
B

A —

donde: A: volumen inicial de concentracion conocida para ser diluida.
B: numero de nematodos/mL en el volumen inicial para ser diluido.

C: volumen final (mL) de la nueva dilucion.
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D: nimero de nematodos/mL en el volumen final de la nueva dilucion.

Como lo que se necesitaba era calcular el volumen final (C), se reajusto la férmula de

la manera siguiente:

Los nematodos Entomopatégenos se reprodujeron utilizando como hospedante la
especie Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae), con una inoculacion de 200 a
250 nematodos por larva, debido a que esta concentracion es la indicada por varios
autores para obtener buenos rendimientos en los sistemas de reproduccion de

nematodos con el hospedante.

Las garrapatas Boophilus microplus (Canestrini).fueron colectadas de cueros de
ganado provenientes del matadero “Chiqui Padron” y fueron colocados en viales de
cristal con dimensiones de 1.5 cm de ancho por 4 cm de altura. Posteriormente
fueron llevadas al Laboratorio de Parasitologia del CBQ, donde fueron lavadas a
chorro con agua destilada, y posteriormente secadas con papel de filtro, y colocadas

en viales de cristal, previamente esterilizados.

3.1 Susceptibilidad de larvas de Boophilus microplus a nematodos

entomopatdégenos

Los huevos, obtenidos a partir de las garrapatas seleccionadas para este ensayo,
fueron colocados en viales con un tapdén de algodén, para permitir el paso del
aire y posterior eclosiéon larvaria, e incubados a una temperatura (T) de 28 (+1) °C
y a una humedad relativa (HR) de 80 (x5) %. En los bioensayos se utilizaron larvas
de 14 a 20 dias de edad, debido a que este es el periodo donde las larvas culminan
su desarrollo, y presentan mayor resistencia a los factores ambientales y a los

meétodos quimicos de control.
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Se calcul6 la concentracion de nematodos para cada tratamiento. Se aplicaron 2 mL
de suspension con la concentracion de nematodos determinada para cada
tratamiento, sobre un papel de filtro en el plato inferior de una placa Petri y sobre el
mismo, se colocoé una larva, que posteriormente fue cubierta por otro papel de filtro.
Las concentraciones aplicadas fueron 0,100, 200 y 400 nematodos por tratamiento.
El periodo de exposicion fue de 72 horas, e incubados a T de 28 (x1) °Cy HR de 80
(£5) %.

3.2 Susceptibilidad de adultas de Boophilus microplus a nematodos

entomopatdégenos

Los nematodos fueron inoculados a adultas de B. microplus. Se calculd la
concentracion de nematodos para cada tratamiento, y posteriormente, aplicé 1 mL
de suspension con la concentracion de nematodos determinada para cada
tratamiento, sobre un papel de filtro en el plato inferior de una placa Petri de 7 cm de
didmetro. Posteriormente, se colocé una garrapata adulta por placa. Se aplicaron
concentraciones de 25, 50, 75 y 100 nematodos por garrapata, por tratamiento. Al
tratamiento control se le aplicé 1mL de agua destilada estéril. La incubacién se
realizd auna T de 28 (+1) °C con 80 (+5) % de HR. Las garrapatas fueron expuestas
a los nematodos por un periodo de 168 horas. La mortalidad de las garrapatas se
registré diariamente mediante la observacion de reflejos en las extremidades y de

cambios en la coloracion.

3.3 Determinacién de la CLsy de nematodos entomopatdégenos por larvas y

adultas de B. microplus

Para la determinacion de la concentracién letal media (ClLsp) de nematodos
entomopatdégenos sobre larvas y adultas de B. microplus, se tomaron los resultados
del ensayo realizado de susceptibilidad de larvas (3.1), y se corrieron a través del

programa Sigmoides denominado XLfit-2010, soportado sobre Microsoft Office 2010
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y el Programa Microsoft Excel, que reune en diferentes sigmoides las variantes de
logaritmos y curvas que mejor se ajustan al proceso y a los datos obtenidos de las
larvas muertas y vivas para cada tratamiento, utilizando esta operacidon matematica
para resolver dicha concentracion.

Estos datos se dispusieron en una curva con la ecuacion de ajuste mas cercana

segun el propio programa.

3.4 Efecto de los nematodos entomopatdégenos en el comportamiento

ovoposicional y cantidad de huevos puestos de adultas de B. microplus

Se analiz6 el porcentaje de ovoposicion, el periodo de supervivencia, el peso de
adultas en periodos de pre y post-ovoposicion, el peso de los huevos al final del

periodo de ovoposicion o posterior a la muerte de la adulta.

Para el célculo de la eficiencia en la ovoposicién de las hembras tratadas con
nematodos entomopatdgenos, se ajustaron formulas expuestas por Thrusfield, 1997

procedentes de las directrices regulatorias europeas.

Este indice de eficiencia reproductiva expresado por como el indice de eficiencia
ovoposicional (IEO). Todo ello ajustado a dos tratamientos, un control sin nematodos
entomopatdégenos y otro con las concentraciones siguientes 25, 50,75 y 100
nematodos/garrapata.

Peso Huevos
TIEQ = = 100
Peso Total
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4. RESULTADOS

4.1 Susceptibilidad de larvas de Boophilus microplus a nematodos
entomopatdégenos

Las pruebas de susceptibilidad a los nematodos entomopatégenos arrojaron

gue la garrapata B. microplus, en su estadio larval, es susceptible a este

agente de control biolégico. La mortalidad fue superior al 50% a las 48 horas,

para todos los tratamientos, con una proporcion directa al aumento se la

concentracion de nematodos/larva. (Figura 1)
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Figura 1: Porcentaje de mortalidad de larvas de Boophilus microplus, expuestas a

diferentes concentraciones de infestivos juveniles (ijz) de Heterorhabditis indica.

Al terminar el experimento la concentracion de 100 ijs/larva tuvo un 60 % de
mortalidad, 20 % por debajo de la mortalidad obtenida a las concentraciones de
200 y 400 ij3 lo cual es un buen resultado para un medio biolégico, en un

tiempo relativamente corto.
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4.2 Susceptibilidad de adultas de Boophilus microplus a nematodos
entomopatdégenos

Las pruebas de susceptibilidad a los nematodos entomopatdogenos de hembras
adultas de la garrapata B. microplus, mostraron que las mismas son susceptibles a
este agente de control bioldgico, y arrojaron que estos nematodos son capaces de
provocar la muerte a antes de las 72 horas después de la aplicacion de los

mismos.

Se alcanzé un méaximo de mortalidad a las 168 horas posteriores al tratamiento
(Figura 2). Los tratamientos de 25 y 75 nematodos/garrapata presentaron una
mortalidad de un 10% y un 20% respectivamente a las 24 horas posteriores a la

aplicacion. Se alcanz6 una mortalidad superior al 90% al finalizar el periodo de

estudio.
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Figura 2: Porcentaje de mortalidad de adultas de Boophilus microplus, expuestas a

diferentes concentraciones de infestivos juveniles (ijs) de Heterorhabditis indica.



A partir de las 72 horas las hembras comenzaron a tener una muerte progresiva, y a
las 96 horas comenz6 una mortalidad general en todos los tratamientos que llegd a
ser de 90 % para las concentraciones de 25 a 75 ij3, y un 100 % cuando fueron

tratadas con 100 ij,

4.3 Determinaciéon de la CLsyp de Nematodos entomopatdgenos por larva 'y
adulta de B. microplus
Cuando se ajustaron las curvas mediante el programa XLfit-2010, mostré que existid
una relacion proporcional entre el aumento de la concentracion y la muerte en las
larvas de B. microplus, y un célculo de concentracién letal media de 62.5 ij3 por
larvas para ocasionar la muerte al 50 % de la poblacion de larvas de garrapatas
(Figura 3).

Las curvas de regresion y el r* aportaron elementos de uniformidad en los resultados,

aspecto muy importante, que acredita el resultado obtenido.
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Figura 3: Concentracion letal media (CLsp) de nematodos entomopatdgenos/ larva de

B. microplus



Al ajustarse las curvas mediante el programa XLfit-2010, para adultas de B.
microplus, mostré que existi6 una relacién proporcional entre el aumento de la
concentracion y la muerte en las adultas de B. microplus, y un calculo de
concentracion letal media de 6.2 ijz por adulta, para ocasionar la muerte de la

poblacion de adultas de garrapatas. (Figura 4)

En este resultado, se observaron caracteristicas similares del r?, y las curvas de
regresion, con respecto a las larvas, pero fueron mas susceptibles las adultas a los

nematodos entomopatégenos.
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Figura 4. Concentracion letal media (CLsg) de nematodos entomopatégenos/ adulta

de B. microplus
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4.4 Efecto de los nematodos entomopatdégenos en el comportamiento

ovoposicional y cantidad de huevos puestos de adultas de B. microplus

El control biolégico con nematodos entomopatdgenos tuvo un efecto reductor de un
50% en la ovoposicion de la garrapata, en los tratamientos respecto al grupo control.
Los valores mas significativos correspondieron al tratamiento de 75

nematodos/garrapata con una reduccion del 80%. (Figura 5)
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Figura 5: Porcentaje de ovoposicién de adultas de Boophilus microplus, expuestas a

diferentes concentraciones de infestivos juveniles (ij3) de Heterorhabditis indica.

El indice ovoposicional, modificado del indice de reproductividad de las garrapatas
arrojo que en la medida que aumenta la concentracion de nematodos disminuye
notablemente la cantidad de huevos puestos por una hembra, reduciéndose desde
un 62 % en el control hasta un 9 % para la concentracion de 100 nematodos por

adulta. (Figura 6)

24



Las hembras adultas dejaron de moverse y sus mismas defensas, aunque poseen
una respuesta a los nematodos entomopatdgenos, estos incidieron en una reduccién

de la ovoposicion, manifestando la actividad parasitica de estos agentes de control

bioldgico.
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Figura 6: indice de eficiencia ovoposicional (IEO) de adultas de Boophilus microplus
expuestas a diferentes concentraciones de infectivos juveniles (ij3) de Heterorhabditis

indica.
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5. DISCUSION

Una de las peores plagas de la ganaderia tropical lo constituye la garrapata
Boophilus microplus (Grisi et al., 2002), que en Cuba sobre ganado vacuno, en los
meses de sequia causa serios estragos, por ser este un componente fundamental

del ciclo bioldgico de la garrapata y un hospedante por excelencia (Gonzales, 1974).

Los resultados de presente estudio a través de los nematodos entomopatdgenos
(Heterorhabditis indica Poinar cepa P,M), aportan la novedad de contar con un
elemento bioldgico en el control de estas garrapatas, y por vez primera se realizan
estudios de su respuesta concentracion de nematodos y mortalidad tanto en larvas,
elemento muy poco tratado en la ciencia universal, al no contar con literatura
referente al caso, y con adultos, aspecto que corroboran trabajos realizados por

algunos autores.

5.1 Susceptibilidad de larvas de Boophilus microplus a nematodos
entomopatdégenos

Cuando se aplicaron a larvas por vez primera se obtuvieron resultados en este
sentido, con un 80 % de mortalidad en concentraciones de 200 ij3 y 400 ij3 por larva
de garrapata. A menores concentraciones, las muertes llegaron al 60 %. Estos
resultados son muy importantes porque demostraron aspectos interesantes dentro

del control biolégico como son:

1. Los nematodos entomopatdégenos son agentes de control biolégico capaces
de provocar la muerte a larvas de garrapata B. microplus; Primer reporte en
Cuna y en el area latinoamericana, pues se carece de bibliografia que
mencione el control que pueden ejercer los nematodos entomopatéegenos en

estados juveniles de vida libre de garrapatas del ganado.

2. Las concentraciones de nematodos empleadas son sumamente bajas, no
coincidiendo con la mayoria de los autores que refieren para estas pruebas de

susceptibilidad concentraciones por encima de las empleadas.
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En el control de la polilla Tecia solanivora Xuejuan et al., 2000 mediante estos
agentes de control biolégico utilizaron concentraciones muy semejantes a las
nuestras con buenos resultados de un 86 % a concentraciones de 280 ij; por larva,
uno de los pocos casos en que se emplearon bajas concentraciones. Por otra parte

Rodriguez et al., (2004), utiliz6 concentraciones de 1500 y 3000 ij3 en estudios de
control biologico preliminares sobre Haematobia irritans L. (Diptera: Muscidae),
concentraciones de 1100 ijs mas que las nuestras, para lograr una efectividad menor.
En ensayos realizados por sobre el picudo negro del platano Cosmopolites sordidus,
realizado en placas de petri, con papel toalla en el fondo. Se afiadio la suspension de
nematodos en concentraciones (0, 1000, 1500, 2000 y 2500 nematodos/larva, lo que

supone altas concentraciones para lograr en algunos insectos una mortalidad total.

Muy poco se reconoce en la literatura el tratamiento a acaros con nematodos
entomopatdégenos, como la patente establecida a base de quitosana y nematodos
producida por Martinez, (2005) quien reconoce a adultos de Boophilus pinniperda,
Dermacentor vaviabilis y Amblyoma cajennense, como susceptibles a la combinacién

patentada.

De todo ello se desprende la importancia de este estudio y de la posibilidad de
recomendar la realizacibn del mismo en zonas ganaderas, y pruebas en los

pastizales.

5.2 Susceptibilidad de adultas de Boophilus microplus a nematodos

entomopatdégenos

Cuando se analizé los resultados obtenidos sobre las garrapatas adultas, estos
fueron alin mas promisorios, alcanzandose la mortalidad de las adultas en todas las
concentraciones y tratamientos realizados, a excepcién del control que no tuvo
ninguna muerte, lo que demuestra la efectividad de los nematodos entomopatégenos

para controlar los estados adultos de esta especie.
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Estos resultados coinciden con Freitas-Ribeiro et al. 2005, quienes utilizando al
nematodo Steinernema carpocapsae (Weiser), lograron en todas las concentraciones
el 100 % de mortalidad, pero sus concentraciones fueron muy superiores; de 600,
3000, 6000 y 30000 infestivos juveniles de S. carpocapsae; aspecto que es meritorio
en nuestros ensayos Yy que es notable para las condiciones de reproduccion de estos

nematodos en las condiciones cubanas.

Un aspecto positivo de este estudio es que otras especies de garrapatas del ganado
poseen estructuras diferentes a B. microplus, y la invasion de infestivos juveniles se
hace bien dificil, ya que las aperturas naturales como el spiracles, ano, boca y poro
genital segiin Wouts, (1991), son lugares propicios mas complejos en este tipo de

ixédido.

Los resultados obtenidos no coinciden con Mauleon et al. (1993), quien expone que
esta especie de garrapata sobrevivid a concentraciones de 1000 infestivos juveniles,
con la especie S. carpocaposae, pues segun este autor, el hemocele de las
garrapatas es un lugar inhdspito que rechaza e inhibe el desarrollo de los
nematodos, este Ultimo aspecto es coincidente en el hecho de que es casi imposible
recuperar los ij; de los cuerpos muertos de estas garrapatas.

En los experimentos del laboratorio, el tiempo de adquisicion de los nematodos
entomopatdgenos se relaciona directamente a su infestividad y a la concentracion de
los mismos, aspecto que coincide con Downes (1996) quien mostré que los infestivos
juveniles de nematodos que matan al hospedante son menos patogénicos que la
primera generacidbn que se reproduce en su interior y si esta no tiene lugar,
sencillamente el tiempo de muerte se extiende, aspecto coincidente con nuestro

estudio que se alargo hasta las 96 y 168 horas.

Samish et al. (1999) también encontré un aumento de mortalidad en Rhipicephalus
sanguineus, Hyalomma excavatum y Rhipicephalus bursa cuando se aumentaron las

concentraciones. Esta correlacion, en nuestro experimento fue positiva, debido a
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gue nunca se elevaron las concentraciones como las empleadas por estos autores
de hasta 30000 ij3 como Freitas-Ribeiro et al. 2005.

Otro resultado muy alentador es las concentraciones para Cuba lo es sin lugar a
dudas las respuestas obtenidas con las concentraciones letales medias, las que para
larva y adultas fueron de 62.5 y 6.5 ij3 por cada individuo de esos estados. Por vez
primera se obtienen estos datos para Cuba, y el estado larval, siempre uno de los
mas susceptibles en todos los invertebrados, en este caso resultd mas resistente que
el adulto, debido entre otras cosas a su constante movimiento que hacen que el
encuentro agente biolégico diana se dificulte, no siendo asi para las adultas que son
perezosas a causa de la gravidez por las masa d huevos presentes.

En este sentido es importante destacar que las hembras gravidas, que fueron
expuestas a tratamientos con nematodos entomopatdgenos tuvieron una ovoposicion
casi un 60 % menor, lo que se traduce en una menor presencia de esta especie en

potreros que en un futuro puedan ser tratados con esta agente de control bioldgico.

Estos resultados coinciden con Kocan et al., 1998, quienes utilizando las especies de
nematodos S. riobravis y S. feltiae frente a la garrapata Amblyomma maculatum

encontraron una reducion significativa en las masa de huevos puestas.

Cuando se analiza el indice de ovoposicion para B.microplus se evidencié una
reduccion de mas de un 50 %, aspecto coincidente con Santos y Furlong (2002),
quienes lograron reducir el mismo al tratar a hembras en un 46.18% a 47.8%.

Con respecto a concentraciones letales que mataron 50% de hembras gravidas, los
resultados son muy prometedores, y coinciden con otras especies de nematodos
entomopatdégenos como S. carpocapsae dénde su valor de CLsy fue muy bajo para

estas hembras a diferencias de otras no gravidas. Samish y Glazer (1992)
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No existen muchos trabajos relacionados con este tema en el mundo. En Brasil con
Freitas-Ribeiro et al. 2005 se recoge en ellos algunos d e los mas significativos, pero
en realidad el mundo adolece de este tipo de trabajo, con aportes relevantes y una

gran importancia para mejorar la ganaderia cubana.

Este estudio mostré el control que sobre las garrapatas pueden establecerse por los
nematodos del entomopatégenos como una alternativa y herramienta a tener en
cuenta para que no se empleen productos quimicos en que le ocasionan dafio al
ambiente y que podria reducirse favorablemente, al aumentar la biodiversidda y por

ende las producciones de leche que tanto necesita en este momento el pais.

5.3 Determinacién de la CLsy de nematodos entomopatdégenos por larvas y
adultas de B. microplus

Otro resultado muy alentador corresponde a las concentraciones para Cuba lo es sin
lugar a dudas las respuestas obtenidas con las concentraciones letales medias, las
qgue para larva y adultas fueron de 62.5 y 6.5 ij3 por cada individuo de esos estados.
Por vez primera se obtienen estos datos para Cuba, y el estado larval, siempre uno
de los mas susceptibles en todos los invertebrados, en este caso resultdé mas
resistente que el adulto, debido a su constante movimiento, lo que hace que el
encuentro con el agente biologico diana se dificulte, no siendo asi para las adultas

gue son perezosas a causa de la gravidez por las masa de huevos presentes.

Con respecto a las concentraciones letales que mataron al 50% de hembras
gravidas, los resultados son muy prometedores, y coinciden con otras especies de
nematodos entomopatégenos como S. carpocapsae dénde su valor de CLso fue muy

bajo para estas hembras a diferencias de otras no gravidas. Samish y Glazer (1992).

5.4 Efecto de los nematodos entomopatdégenos en el comportamiento

ovoposicional y cantidad de huevos puestos de adultas de B. microplus

En este sentido es importante destacar que las hembras gravidas, que fueron

expuestas a tratamientos con nematodos entomopatdégenos tuvieron una ovoposicion
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casi un 60 % menor, lo que se traduce en una menor presencia de esta especie en

potreros que en un futuro puedan ser tratados con esta agente de control biologico.

Estos resultados coinciden con Kocan et al., 1998, quienes utilizando las especies de
nematodos S. riobravis y S. feltiae frente a la garrapata Amblyomma maculatum

encontraron una reducion significativa en las masa de huevos puestas.

Cuando se analiza el indice de ovoposicion para B.microplus se evidencié una
reduccion de mas de un 50 %, aspecto coincidente con Santos y Furlong (2002),

quienes lograron reducir el mismo al tratar a hembras en un 46.18% a 47.8%.
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Conclusiones



(o]

. CONCLUSIONES.

Tanto larvas como adultos de como B. microplus resultaron susceptibles a H.

indica, en condiciones de laboratorio.

Las concentraciones letales de H. indica, sobre B. microplus fueron de 62.5

ijs/larva y 6.5 ijz/adulta.

Los cambios en los parametros reproductivos cuando se aplicé tratamientos con

H. indica, redujeron mas de un 50 % las ovoposiciones en las hembras.
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7. RECOMENDACIONES.

1. Continuar los estudios con nematodos entomopatdégenos sobre estas
garrapatas en Cuba.
2. Implementar la metodologia para la aplicacion de los mismos en é&reas de

pastizales y la realizacion de estos ensayos sobre pastos y ganado.
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