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Resumen

Los hongos entomopatogenos se consideran grupos muy valiosos e importantes para el control
bioldgico que pueden reducir o eliminar plagas agricolas y pecuarias. Con el objetivo de
determinar la efectividad bioldgica de hongos entomopatdgenos sobre Rhipicephalus microplus,
se llevo a cabo un estudio en la region Frayleca del estado de Chiapas. Para ello se realiz6 una
descripcion macroscépica y microscopica de los hongos entomopatégenos aislados de insectos
recolectados de sistemas de produccion agricolas, para posteriormente evaluar su crecimiento
radial de cada cepa encontrada; asi como una prueba de patogenicidad contra garrapatas.
Finalmente se realizé una produccion masiva en arroz del hongo entomopatégeno con efectividad
bioldgica sobre garrapata. En los resultados obtenidos se identificaron cinco cepas de hongos
entomopatogeno una cepa de Metarhizium anisopliae (con clave IE1), tres cepas de Beauveria
bassiana (con claves IE2, IE3 e IE4) y una cepa de Hirsutella sp (IE5). La cepa Beauveria
bassiana con clave asignada IE2, resultd ser la mas efectiva como control biologico contra la
garrapata, con una efectividad del 54% de manera in vitro.

Palabras claves: Control bioldgico, patogenicidad, produccion masiva



Abstract

Entomopathogenic fungi are considered highly valuable and important groups for biological
control, capable of reducing or eliminating agricultural and livestock pests. In order to determine
the biological effectiveness of entomopathogenic fungi against Rhipicephalus microplus, a study
was conducted in the Frayleca region of Chiapas state. This involved a macroscopic and
microscopic description of entomopathogenic fungi isolated from insects collected from
agricultural production systems. Subsequently, the radial growth of each found strain was
evaluated, followed by a pathogenicity test against ticks. Finally, mass production of the
entomopathogenic fungus with biological effectiveness against ticks was carried out using rice as
a substrate. The results identified five strains of entomopathogenic fungi: one strain of
Metarhizium anisopliae (designated as IE1), three strains of Beauveria bassiana (designated as
IE2, IE3, and IE4), and one strain of Hirsutella sp (IE5). The Beauveria bassiana strain with the
designated key IE2 proved to be the most effective as a biological control against ticks,

exhibiting an in vitro effectiveness of 54%.

Keywords: Biological control, pathogenicity, mass production



Introduccion

La ganaderia es la actividad econémica mas importante en México, permitiendo asi satisfacer la
demanda de proteina (leche y carne) de la poblacion mexicana. El reto de este sistema es producir
mayor cantidad y calidad en menor tiempo posible conservando los recursos naturales
(Rodriguez-Ortuideas et al., 2022) México cuenta con 33.8 millones de cabezas de bovinos
distribuidos en tres sistemas de produccion: el extensivo, el intensivo y el de autoconsumo, de los
cuales se derivan productos carnicos, y derivados de la leche como queso y crema. Los
principales estados productores de carne bovina son Veracruz con 249 mil toneladas y Jalisco con
209 mil toneladas de producto (SIAP, 2020).

No obstante, la relacion entre consumidores y la produccion de alimentos es desequilibrada, lo
gue genera mayor presion sobre los recursos naturales, y provoca diversos problemas dentro de la
ganaderia como la deforestacion, pérdida de biodiversidad, mayor presencias de plagas y
enfermedades, ademas de la contaminacion por productos quimicos utilizados en el sistema, todo
con el propdsito de cumplir las demandas de los consumidores (Nahed et al., 2016; Steinfeld et
al.,2006).

En la actualidad, los sistemas ganaderos enfrentan diversos desafios, entre los que se incluyen la
escasez de forraje durante periodos de sequia, la disponibilidad limitada de forrajes con bajos
niveles de proteinas y la alta presencia de plagas y enfermedades, ésta Gltima, en particular,
representa la problematica méas perjudicial en estos sistema (Rodriguez-Vivas et al., 2005). En el
sureste mexicano, especialmente en Chiapas, la poblacién de Rhipicephalus microplus (Acari:
Ixodidae) se mantiene activa a lo largo de todo el afio. Este ectoparasito ocasiona pérdidas
econOmicas significativas en los sistemas de produccion debido a los elevados costos asociados a
su control y a las enfermedades que puede transmitir al actuar como vector de virus, bacterias y

protozoos; Rodriguez-Vivas et al., 2011).

El control quimico (acaricidas) es el principal método de control de la garrapata utilizado por los
productores pecuarios. Estos compuestos quimicos ejercen su efecto sobre el sistema nervioso de
los ectoparasitos provocando la muerte de estos y reduciendo la poblacion de la plaga (Miller et
al., 2006). Este método de control ha provocado efectos negativos en el sistema pecuario sobre
todo en la inocuidad alimentaria, costo de produccidén y resistencia en este ectoparéasito,
agravando la problematica y haciendo mas dificil su control (Fernandez- Salas et al., 2012). Es
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por ello, que urge encontrar métodos de control mas econdémicos y amigables al medio ambiente,
sin afectar la inocuidad alimentaria y sobre todo evitar la resistencia de estos ectoparasitos a los

métodos de control (Rodriguez- Vivas et al., 2014).

Unas de las alternativas del control de la garrapata mas eficiente y amigables al medio ambiente
son los métodos no quimicos, basados en el uso de zootécnicas como el de razas de bovinos
resistentes, el manejo de pastizales y el uso de control bioldgico. Este altimo se define como el
uso de organismos vivos para reducir poblaciones de artrépodo plagas o patdgenos (DeBach,
1964). Este método permite la regulacion de plagas mediante enemigos naturales exoticos como
parasitoides, depredadores, y entomopatégenos esto con la finalidad de reducir el uso de
plaguicidas convencionales, preservar el balance ecoldgico de los agroecosistema y la reduccion

de los costos de produccién (Gallegos, 2003).

Los hongos entomopatdgenos son agentes potenciales utilizados en el control bilégico de la
garrapata y son estudiados ampliamente en todo el mundo. Existen alrededor de 700 especies
reunidas en 100 géneros que tienen la capacidad de infectar a diferentes tipos de artropodos
(Gallegos, 2003). Entre los mas comunes se encuentran Metarhizium anisopliae., Beauveria
bassiana, Hirsutella sp., Aschersonia, Nomuraea, Paecilomyces y Verticillium, estos afectan los

estadios de vida libre de la garrapata (Ojeda-Chi et al., 2011; Fernandez et al., 2012).

En los sistemas ganaderos de la region Frailesca del estado de Chiapas, existe poca informacién
sobre el uso del control bioldgico, principalmente en la aplicacion de hongos entomopatdgenos
como alternativa para el control de la garrapata. Este trabajo de investigacion sera relevante para
el manejo y aplicacion de este método de control creando nuevas alternativas, econdmica y
amigable al medio ambiente en base a lo anterior, el objetivo de este trabajo fue Determinar la

efectividad bioldgica de hongos entomopatdgenos nativos sobre Rhipicephalus microplus.
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OBJETIVOS
Determinar la efectividad bioldgica de hongos entomopatégenos nativos sobre Rhipicephalus

microplus
Objetivos especificos.
1) Aislar e identificar especies de hongos entomopatogenos de la region frailesca
2) Evaluar la efectividad bioldgica in vitro de los hongos entomopatégenos sobre las
garrapatas Rhipicephalus microplus (Acari: Ixodidae)
3) Determinar la efectividad bioldgica in vivo del hongo entomopatégeno mas
efectivo ejercida sobre las garrapatas Rhipicephalus microplus (Acari: Ixodidae)

4) Establecer un protocolo de produccion masiva de hongos entomopat6genos

HIPOTESIS

Ho = Los hongos entomopatdgenos no tienen ningn efecto bioldgico sobre las garrapatas
Rhipicephalus microplus (Acari: Ixodidae).

H;= Al menos una cepa de un hongo entomopatdgenos aislado en la region Frailesca
presentara efectividad bioldgica letal sobre las garrapatas Rhipicephalus microplus

(Acari: Ixodidae).
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MARCO TEORICO

La ganaderia en México

La ganaderia es fundamental para la seguridad alimentaria pues constituye el sustento y el
patrimonio de gran parte de las familias del campo en América Latina y el Caribe (ALC), y de ahi
la importancia de impulsar su sustentabilidad, productividad y competitividad y de realizar
acciones para mejorar su accion climatica en la region, coincidieron en sefialar expertos
convocados por el Instituto Interamericano de Cooperacion para la Agricultura (IICA) y FAO en
México (Calzada et al, 2017). Para México la ganaderia bovina representa una de las actividades
del sector agropecuario y su contribucion que esta realiza a la oferta de productos carnicos, asi
como su participacion en la balanza comercial del pais, la carne de bovino es el eje ordenador de
la demanda y de los precios de las demas carnes. La produccién asciende a 10, 800 millones de
litros de leche y de 1.8 millones de toneladas de carne anuales (Espinosa, et al., 2015). Los
estado mas importante de produccion de carne y leche son Veracruz con 4,549067 cabezas de
ganado, seguidos de Jalisco con 3,430,721 y en tercer lugar con 2,627,827 cabezas de ganado el
estado de Chiapas (SIAP, 2021).

En Chiapas la ganaderia contribuye con el 6.3 % de la produccion nacional (SIAP, 2021), su
sistema de produccion es de doble propoésito, actividad en el medio rural mas comun por los
productores y basa su alimentacion en el pastoreo dependiendo proporcionalmente poco de
insumos producidos fuera del mismo sistema de produccién, es importante mencionar que el
material genético depende de cruzas de Bos Taurus x Bos indicus enfocados a la produccion de
leche y carne (Rivas y Holmann, 2002), este tipo de ganaderia se caracteriza por su sencillez,
estabilidad, flexibilidad y liquidez diaria, permitiendo hacer frente a las condiciones climaticas,

econdmicas y sociales dificiles que se han presentado con el paso de los afios. (Martinez, 2012)

Factores que afectan la calidad de los productos del ganado

En la actualidad los sistemas ganaderos la pala eficiencia es un concepto clave, pues es necesario
producir mas con menos insumos, y la calidad de la carne y leche es un pardmetro multifactorial
que dependen del eslabon cadena de produccion, estos factores incluyen las razas, el género, la
edad, el peso, los genes y el tipo de fibra muscular, Las enfermedades y plagas en el sector
agricola provocan diversos tipos y montos de pérdidas, e incluso las practicas de manejo de
potreros, alimentacion sanidad animal asi como plagas y enfermedades (Gutiérrez et al., 1997).
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si nos enfocamos en las enfermedades parasitarias es un problema global que limita la salud y el
rendimiento productivo del ganado, debido a una cantidad grande de ectoparésitos como:
nematodos, cestodos y garrapatas. Estas Ultimas son el grupo mas importantes de patdgenos que
logran causar diversas enfermedades en los bovinos, animales salvajes y domesticos (Furman y
Loomis, 1984)

Rhipicephalus microplus.

La garrapata R. microplus, es una especie de gran importancia econémica y sanitaria debido a su
amplia distribucion a nivel mundial, capacidad vectorial, habitos hematdfagos y la diversidad de
huésped que esta tiene. Es importante mencionar que a pesar del esfuerzo por controlar este
ectoparasito aun sigue siendo una preocupacion y una amenaza para la salud animal y humana
(Kocan, 2006). Las garrapatas causan dafios directos a los animales a través de la piel provocando
pérdida de peso al bovino afectando y en los peores de los casos transmiten agentes infecciosos
como Babesia bigemina, Bebesia bovis y Anaplasma (Rodriguez-Vivas 2004). Cuando el ganado
vacuno adquiere una enfermedad transmitida por la garrapata se empieza a reflejar perdidas, tanto
en mortalidad de los mismo animales o bien perdidas en la produccion de leche o ganancia de
peso diario (Delgadillo, 2007).

La garrapata del ganado vacuno tiene tres fases moviles en su ciclo de vida: la mindscula lava de
seis patas, la ninfa de ocho patas y el adulto de ocho patas (hembra o macho), el ciclo de vida se
completa con la produccion de huevo puestas por las hembras, después de la separacion del
ganado repleta de sangre. Los adultos se aparean, generalmente sobre el huésped y es la hembra
quien finalmente cae al suelo para encontrar un lugar himedo y protegido donde poner sus
huevos (Serrano y Zambrana, 1989). Y es en la etapa adulta de la garrapata donde los perjuicios
fisicos en el ganado se hacen presentes.

Estrategias de control de la garrapata

Control quimico

Los problemas relacionados a las garrapatas han creado una creciente demanda de métodos de
control y combate de las infestaciones, en México y en otras partes del mundo se han realizado
estrategias mediante el uso de diferentes familias quimicas, estos productos son sistematicos,
todos los ixodicidas son neurotdxicos, y ejercen su efecto sobre el sistema nervioso de los
ectoparasitos (Miller et al. 2006) Los acaricidas mas empleados en México son: organofosforados
(OF), piretroides sintéticos (PS), y Amitraz (Am) (Alonzo-Diaz et al 2006). Las lactonas
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macrociclicas (LM) también controlan las infestaciones por garrapata y han sido usadas en los
ultimos afios en todo México (Rodriguez-vivas et al 2014). Los productos quimicos son
centrados que se venden con diferentes nombres comerciales, pero pueden contener los mismos
ingredientes activos. Los concentraos de garrapaticidas ademas de contener un ingrediente activo
contienen disolventes y emulcificantes a este conjunto de compuestos quimicos se le denomina
agentes formulante (Delgadillo, 2007)

En la actualidad estos productos quimicos han intensificado su toxicidad, debido al uso constante
de estos insecticida tal es el caso del grupo de los ixodicidas un compuesto sintético muy efectivo
para el control de la garrapata, sin embargo, el uso indiscriminado y constante ha ocasionado la
seleccion de poblaciones de garrapatas resistentes a ciertos ingredientes activos (Rodriguez-Vivas
et al., 2006). Existen especies de garrapata que son resistentes a productos quimicos, una vez que
ha obtenido la resistencia, no hay nada que se pueda hacer para volver al estado original de
susceptibilidad, pero hay mucho que hacer para demorar el desarrollo de la resistencia a
productos quimicos, es decir estrategias nuevas para el control de este ectoparasito (Delgadillo,
2007).

Control bioldgico

Esta disciplina se conoce desde antes de Cristo por los campesinos de origen chino, quienes
ocupaban especies de hormigas para el control biol6gico de orugas dafiinas en los cultivos de
citricos. En la era industrial se logra descubrir agente de control bioldgico denominados
microorganismos (Badii, 2006). Es un concepto que ha generado mucha controversia entre
cientifico desde el siglo XIX, cuando naturistas de diferentes paises del mundo basados en
investigaciones destacaron el importante papel de los organismos entomo6fagos en la naturaleza
(Badii, 2006). Desde entonces se han creado definiciones que englobe este concepto, hoy
podemos decir que es “la accidon de parasitos, depredadores y/o patdgenos para mantener le
densidad de poblacion de otro organismo a un nivel mas bajo que el que existiria en su ausencia”
(DeBach, 1964).

El objetivo de este méetodo de control es el manejo racional y eficaz de las plagas y las
enfermedades, denominada también lucha bioldgica o lucha natural, que es la manipulacién
deliberada por los nombres de parasitoides, depredadores y agentes patdgenos de las especies de

la plaga, en relacion al agroecosistema, con la Unica finalidad de reducir las poblaciones plagas a
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un nivel que no cusen dafios econdémicamente, con un costo econdmico mas bajo que el
convencional (Alcéazar, 2000).

Tipos de control biologico

Basicamente hay tres tipos de control bioldgico: conservativo, clasico y aumentativo. El control
bioldgico conservativo establece practicas y estrategias para mejorar el establecimiento y la
proliferacion de organismos benéficos propios del lugar, limitando el uso de practicas que los
desfavorezcan e implementando aquellas estrategias que los favorezcan. El control bioldgico
clasico se refiere a la importacion al sitio requerido, de agentes de control biologico (ACB) esta
necesidad surge a raiz de la ausencia de ACB para una plaga introducida que no cuenta en sitio,
con sus propios controladores. El control biologico aumentativo, se refiere a la necesidad de
incrementar la presencia de ACB en determinado sitio, debido su escasa presencia o
imposibilidad de mantener poblaciones suficientes. Se manejan aqui dos esquemas de uso:

aplicacion masiva o aplicacion inoculativa (Rodriguez et al., 2010).

Agentes de control biologicos

a) Parasitoides

El término se refiere a los insectos que parasitan a otros insectos o artropodo denominadas
plagas, es decir hacen de ellos hospedantes para poder vivir a expensa suya Gnicamente en su
estadio larvario, porque cuando estos llegan a la edad adulta se alimentan de néctar, residuos

vegetales o animales (Badii, 2006).

Los principales insectos parasitos perteneces a los érdenes de dipteros e himendpteros en estado
adulto principalmente hembras, estas buscan al huésped sobre el que ponen uno o varios huevos,
en algunos casos sueles desarrollarse sobre la plaga (parasitos externos) o bien dentro de ella
(parasito interno). Cuando las larvas llegan a la madurez pueden llegar a convertirse en pupas
dentro o fuera del huésped (Badii, 2006).

b) Depredadores

Estos pueden ser insectos o acaros depredadores que suelen alimentarse de varias especies de
plagas a lo largo de su vida, estos insectos por lo general tienen un tamafio mayor que el de la
presa y son olig6fagos o poligafos. Podemos definir entonces que estos depredadores realizan un
control biolégico natural y por lo general necesitan consumir mas de una presa para completar su
ciclo de vida (Badii, 2006).
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¢) Entomopat6genos

Se conoce como microorganismos que producen patogenicidad en insectos plagas, con la
finalidad de disminuir las densidades poblacionales de las mismas, estos pueden ser bacterias,
hongos, virus, nematodos y rikettsia (Alvez, 1986). Los organismos entomopatgenos dentro del
control bioldgico constituyen una alternativa para el control de insectos plagas, pues estos pueden
inducir a la formacion de epizootias, provocando la muerte de los huéspedes y que la enfermedad
se disperse a través de que las poblaciones van infectando y muriendo con la intension de
propagar Yy liberar el inoculo (Garzas, 1997).

Las propiedades que un entomopatogeno deben ser de una elevada virulencia, rango de
hospederos, capacidad de dispersion, la persistencia en los medios ambientales de sus hospedero,
su cantidad de indculo y su distribucion espacial (Carruthers Hural, 1990)

1.- Virulencia: se refiere a la intensidad de la enfermedad causada pr un entomopatégeno, puede
dafiar el tejido, invadir y matar el hospedero. Un agente de alta virulencia tiene la caracteristica
de que la enfermedad es corto y produce grandes cantidades de indculos, por lo que provoca el
incremento rapido de la enfermedad dentro de una poblacion.

2.- Especificidad: los agentes infecciones presentan un amplio rango de hospederos por lo que la
posibilidad de persistir en el medio ambiente es alto.

3. Persistencia: es la capacidad de formar estructuras que les permite sobrevivir largos periodos,
cuando las condiciones son desfavorables o de ausencia del insecto. Esta persistencia depende de
factores ambientales, como temperatura, luz ultravioleta, tipo de suelo, e incluso practicas
agricolas.

4.- capacidad de dispersion: es muy importante que el agente tenga una rapida dispersion, y
puede hacerlo gracias a lluvia, el aire e incluso los insectos micosados y enfermos, quienes

pueden transportar el indculo a diversos lugares.

Hongos entomopatdgenos.

Son agentes biologicos que tienen el potencial de ser usados para el control de insectos plagas o
ectoparasitos e incluyen aproximadamente 700 especies de hongos entomopatogenos, de los
cuales Unicamente el 10% es utilizado para el control bioldgico de insectos plagas, se toma en
cuenta que algunos de estos géneros tienen un amplio espectro de hospederos y en muchos casos

su rango geografico son tambien amplios. Existen numerosas especies de hongos
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entomopatogenos reportados en los diferentes grupos taxonomicos, los cuales ofrecen
posibilidades de uso en la regulacion de insectos plagas, y pertenecen al grupo de los Eumycota,
que incluye a Zigomycetos, Ascomycetos, Basidiomycetos y Deuteromycetos o bien llamados
hongos inperfectos quienes se encuentran géneros considerados como promisorios en el control
de insectos plagas por ejemplo Metarhizium spp, Cordyseps, Beauveria bassiana, Aschersonia
spp, Erynia spp, Eryniopsis spp, Fusarium spp, Hirsutella spp, los hongos més estudiados a nivel
mundial (Kaaya, 2000).

Modo de accion de hongos entomopatdgenos.

En cuanto el mecanismo de accion de los hongos entomopatégenos actian principalmente por
contacto, son capaces de penetrar al insecto e invadirlos por competo, provocando asi la muerte
del huésped por micosis. Estos hongos producen una sustancia litica y toxinas, que facilitan la
penetracion y a inhibir los mecanismos de defensas de los insectos (Delgadillo, 2007).

Existen 5 etapas en el desarrollo de una micosis que presentan los hongos entomopatdgenos
(Alves, 1987).

1.- Germinacion del conidio

2.- Formacién del apresorio

3.- Penetracion

4.- Colonizacién

5.- Reproduccion del patégeno.

Germinacion del conidio

Para que el hongo pueda germinar depende de su habilidad para utilizar elementos en funcion de
su agresividad, virulencia, cantidad de esporas, tiempo de germinacién y penetracion después de
la adhesién de la cuticula del hospedero (Rosas, 2000). Una buena germinacion ocurre a las 12
horas del indculo a una temperatura de 23 — 30 °C con una humedad relativa de 80%).
Formacidn del apresorio

En el extremo del tubo germinativo ocurre una dilatacion de hifas que forma una estructura
denominada apresorio, es un tubo germinativo que penetra por aberturas naturales del insecto
como puede ser traqueas, poros y regiones intersegmentales (Delgadillo, 2007).

Penetracion

Este proceso esta dividido en dos fases (Delgadillo, 2007):

1) Fisico: las hifas rompen areas membranosas o esclerosadas
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2) Quimico: el hongo produce enzimas como las proteasas, lipasas y quitinasas
facilitando la penetracion mediante histolisis.

Colonizacion

Este proceso se origina a partir de la penetracion cuando se forma pequefias colonias de cuerpos
hifales que se van engrosando y ramificando. Iniciando en el hemocele y luego al resto del
insecto, y logran colonizar completamente el cuerpo entre 76 — 120 horas dependiendo el
patdgeno, el insecto y las condiciones ambientales (Delgadillo, 2007).

Reproduccion del patégeno

Este proceso se presenta después de 4 o 5 dias de la muerte del insecto, las hifas comienzan a
emerger por los espiraculos y regiones inter segméntales y después de 24 a 48 horas se inicia la
formacion de conidias (Delgadillo, 2007)

Hongo entomopatdgeno Beauveria bassiana

Agostino Bassi en 1834 demostrd que un hongo era capaz de provocar una patologia en los
insectos, tiempo después Balsamo Crivelln lo denomina Botritys bassiana, y finalmente
Vuillemin determina a este hongo dentro del género Beauveria (Bermeo, 2022).

En todo el mundo se ha reportado su presencia (CABI, 2022), y se han clasificado también como
hongos saprofitos, patdgenos y simbionte, y por lo consiguiente no es necesario atacar a un
insecto para completar si ciclo de vida (Ortiz-Urquiza, 2021). Es un género que tolera rangos
amplios de temperatura y humedad relativa, explicando asi que es una especie para adaptarse a

diferentes areas edafoclimaticas (Godoy et al., 2007)

Hongo entomopatdgeno Metarhizium anisopliae

El género Metarhizium fue descrito por Sorokin en 1883 y con base en las caracteristicas
morfoldgicas se describen las variedades M. anisopliae y M. majus (Tulloch, 1978).

Las evidencias del ataque de este hongo hacia insectos se describe como “muscardina verde” y
tiene como hospedero mas de 200 especien de insectos (Veen, 1968). La patogenicidad de este
género tiene la capacidad de sintetizar enzimas extracelulares capaces de degradar polimero de la
cuticula como proteinas, lipidos y quitina, permitiendo el aprovechamiento de nutrientes para su

crecimiento y desarrollo (Leger, 1988). M. anisopliae se caracteriza por ser mesofilo, con una
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temperatura Optima para germinar y crecer entre 25 a 30 °C, con una maxima de 32 °C y una
minima de 10 a 12 °C (Veen, et al., 1968).

Hongo entomopatdgeno Hirsutella sp.

Es uno de los hongos entomopatégenos mas abundantes e importantes que pueden ser utilizados
en el control de insectos plagas de forma natural (Evans 1974). Este género fue dirigido por
Patouillard en 1892, basado en la especie tipo H. entomophilia pat. Que fue descrita a partir de un
espéecimen recolectado en un escarabajo en Ecuador. La mayoria de las especies de Hirsutella son
sinnematosas, mononematosas y algunas producen sinnematas (Liang et al.,2005). Incluyen mas
de 90 especies que infectan y parasitan una variedad de especies de invertebrados, como &caros,
nematodos e insectos, muchos de los cuales son plagas econdmicamente importantes (Seifert y
Boulay, 2004).
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RESULTADOS
Capitulo I: Articulo
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RESUMEN. Los hongos entomopatogenos son agentes de control biologico que
permiten reducir o eliminar gradualmente insectos plagas en los sistemas pecuarios y
agricolas. El objetivo de este trabajo fue caracterizar la efectividad bioldgica de hongos
entomopatdgeno sobre la garrapata (Rhipicephalus microplus). Los hongos se aislaron de
insectos micosados colectados en campos principalmente del orden Coledpteras y
Dermaptera, descritas macro y microscopicamente. Se identificaron cuatro cepas de
hongos entomopatdgenos: una de Metarhizium anisapliae (MIE1) y tres de Beauveria
bassiana (BIE2, BIE3 y BIE4). Ademas de la identificacion morfoldgica las cuatros cepas
fueron identificadas molecularmente utilizando la amplificaciéon del gen marcador ITS
con los oligos universales, ITS4 e ITS5. Los productos de secuencias del gen marcador
fueron comparadas y registradas en la base de datos del Gen-Bank con los siguientes
numeros de acceso SUB14209317 para Metarhizium anisapliae MIE1, SUB14217571 y SUB
14217624 para Beauveria bassiana BIE2 y BIE3. La efectividad bioldgica de estos hongos
contra Rhipicephalus microplus se realizd en el laboratorio con el objeto de seleccionar la
cepa mas virulenta y esta producirla masivamente en sustrato solido de arroz para su
posterior evaluacion en campo. La cepa BIE2 (Beauveria bassiana) presentd mayor
patogenicidad sobre Rhipicephalus microplus con el 54% de efectividad. Los resultados
obtenidos son importantes para comprender la diversidad de hongos entomopatogenos
en la region Frailesca, estos conocimientos aplicarse en el manejo integrado de plagas
agricolas y pecuarias, contribuyendo asi la sustentabilidad de estos sistemas.
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Palabras clave: Biodiversidad, control bioldgico, patogenicidad, gen marcador y
sustentabilidad.

ABSTRACT. Entomopathogenic fungi are biological control agents that help reduce or
gradually eliminate pest insects in livestock and agricultural systems. The aim of this
study was to characterize the biological effectiveness of entomopathogenic fungi on the
tick (Rhipicephalus microplus). The fungi were isolated from mycosed insects collected in
fields, mainly from the orders Coleoptera and Dermaptera, described macroscopically
and microscopically. Four strains of entomopathogenic fungi were identified: one of
Metarhizium anisopline (MIE1) and three of Beauveria bassiana (BIE2, BIE3, and BIE4). In
addition to morphological identification, the four strains were molecularly identified
using the amplification of the ITS marker gene with the universal primers ITS4 and ITS5.
The marker gene sequence products were compared and registered in the GenBank
database with the following accession numbers: SUB14209317 for Metarhizium anisopliae
MIE1, and SUB14217571 and SUB14217624 for Beauveria bassiana BIE2 and BIE3. The
biological effectiveness of these fungi against Rhipicephalus microplus was evaluated in
the laboratory to select the most virulent strain, which was then mass-produced on a
solid rice substrate for subsequent field evaluation. The BIE2 strain (Beauveria bassiana)
showed the highest pathogenicity against Rhipicephalus microplus with 54% effectiveness.
The results obtained are important for understanding the diversity of entomopathogenic
fungi in the Frailesca region. This knowledge can be applied to the integrated
management of agricultural and livestock pests, thus contributing to the sustainability
of these systems.

Key words: biodiversity, biological control, pathogenicity, marker gene and
sustainability.
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INTRODUCCION

Los sistemas de produccion pecuarias en México permiten satisfacer las demandas de
proteinas de la poblacion. Los estados de Chiapas y Veracruz son las entidades con
mayor produccion de bovino de leche y carne (SIAP 2020). Sin embargo, los sistemas
ganaderos son afectadas por diversas limitantes como; escases de forrajes en épocas de
estiajes, forrajes de bajo nivel proteicos, ademas de las altas infestaciones de garrapatas
(Rhipicephalus microplus) que provocan de forma directa enfermedades al hato ganadero,
reduciendo los niveles de produccion (carne y leche) e ingresos econémicos por los altos
costos econdmicos por su control quimico segin Rodriguez- Vivas et al. (2011).
El control quimico es el principal método utilizado por los ganaderos para reducir
poblaciones de Rhipicephalus microplus, estos compuestos quimicos bloquean el
sistema nervioso del ectoparasito hasta provocar su muerte, a su vez estas sustancias
quimicas aplicados en forma subcutdnea e intramuscular aplicado a la piel del ganado,
repercute en la mala calidad de la carne y leche, ademas eleva los costos de produccion
en el sistema y provocan resistencia del ectoparasito haciendo cada vez mas dificil su
control (Fernando-Salas et al. 2012). Debido a esto, es necesario establecer nuevas
alternativas de manejo y control que sean mas eficientes, econdmicas, que no provoquen
resistencias y que sean amigables al medio ambiente sin afectar la calidad e inocuidad
alimentaria de acuerdo a Rodriguez- Vivas et al. (2011).
En este sentido, dentro del manejo integrado de plagas (MIP), el control bioldgico es una
estrategia amigables con el medio ambiente; para el manejo de insectos plagas, se basa
en la uso de enemigos naturales para regular poblaciones de organismos perjudiciales a
la agricultura y ganaderia. De ahi que, los hongos entomopatdgenos (HE) han ganado
una atencion significativa debido a su efectividad en el control de plagas agricolas y
pecuarias. Tal es el caso del genero Metarhizium anisopliae utilizado para el control
biologico de diferentes insectos plagas, asi como el género Beauveria bassiana, siendo un
parasito facultativo para insectos plagas teniendo amplio rango de organismos huésped
(Castillo et al. 2012). El mecanismo de acciéon de estos hongos sobre los insectos
huéspedes consiste en la germinacion de los conidios, e inicia con la formacién del
apresorio, penetracion y finalmente la colonizacién como Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae e hirsutella (Alves et al. 1987). El estudio de los HE en la actualidad se centra en
su potencial como bioinsecticidas, con la importancia de emplear agentes
entomopatdgenos nativos de cada region con elevada virulencia, gran rango de
hospederos y su capacidad de dispersidn, estos aspectos resaltan la relevancia del
control bioldgico dentro de los sistemas de produccion pecuaria (Hernandez et al. 2019).
El objetivo de este trabajo fue identificar y determinar la efectividad bioldgica de cepas
nativas de hongos entomopatogenos sobre Rhipicephalus microplus

MATERIALES Y METODOS
Identificacion y caracterizacion morfolégica de hongos entomopatdégenos (HE). La
recolecta de los HE se realizo durante los meses de agosto a octubre del 2022 con la
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técnica de colecta directa de insectos micosados dentro de sistemas agroforestales en las
localidades de Emiliano Zapata y la Unidad Experimental de la Universidad de Ciencias
y Artes de Chiapas (UNICACH) ambas del municipio de Villa Corzo y la localidad de
Ursulo Galvéan municipio de Villaflores de la regién Frailesca, Chiapas. Posteriormente,
los insectos fueron trasladados al laboratorio de Bioinsecticida y Biofertilizantes de la
UNICACH e incubados en camaras hiimedas.

Los hongos crecidos en las camaras himedas se aislaron y purificaron en siembras
directas y cultivos monosporico en medio papa dextrosa agar (PDA) e incubados a 28°C,
con un fotoperiodo de 12:12 luz/oscuridad por 15 dias. El crecimiento de los hongos se
monitoreo cada 24 horas (Allende, 2007). Una vez esporulados los hongos, se
identificaron morfologicamente a nivel de género, mediante estructuras de reproduccion
observadas en un microscopio optico marca Melab Microscopes INC y a través del
software ZEIZZ 3.0 (Blue edition), Se midi6 la longitud y diametro de 30 esporas por
cada cepa (Hidalgo-Tello 2022). Siguiendo las Claves taxondmicas de Samson 1980,
Rombach-Roberts 1989 y Alves 1987.

Para la caracterizaciéon macroscopica fueron utilizadas cinco cajas Petri de 90 mm de
didmetro con PDA para cada cepa aislada, con la ayuda de una asa de siembra obtuvo el
hongo a propagar y sembrandola por técnica de estriado. Las siembras fueron incubadas
durante 15 dias a 28°C para lograr la esporulacion de las colonias. Con la ayuda de un
estereoscOpico de la marca Z4 ARBiotech se observaron cada colonia esporuladas
describiendo su aspecto, textura y coloracién de cada hongo entomopatdgeno, asi como
la producciéon de pigmentos o metabolitos en el anverso y reverso de las cajas de Petri.
Siguiendo las claves taxondmicas de Samson 1980, Rombach-Roberts 1989 y Alves 1986.
Identificacion molecular de hongos entomopatogenos. La identificacion molecular se
realizé tomando las diferentes cepas crecidas en cajas petri con PDA, cubriéndolos con
celofan estéril por 7 dias a 28 °C. El micelio fue cosechado y congelado con nitrégeno
liquido. E1 ADN fue extraido basado en el protocolo de Raeder & Broda (1985). EI ADN
total fue utilizado para amplificar el espaciador de transcrito interno (ITS) del 18s del
rDNA utilizando los primer ITS5 (5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e ITS4 (5'-
TCCTCCGCTIT ATTGATATGC-3') con las siguientes condiciones de amplificacion;
etapa inicial de desnaturalizacién de 94 °C por 5 min, seguido de 30 ciclos (extension 94
°C 30 s, alineamiento 60 °C, 30 s, extension 72 °C, por 45 s) y una extension final de 72 °C
por 10 min, donde el fragmento es de 710 a 850 pb dependiendo la especie del hongo
(White et al. 1990). Los amplicones de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
fueron secuenciados con el método de Sanger en un secuenciador ABI (Applied
Biosystems). Las secuencias fueron comparadas y registradas en la base de datos NCBI
usando un logaritmo de BLAST (Altschul et al. 1990).

Efectividad bioldgica de hongos entomopatdgenos contra Rhipicephalus microplus en
laboratorio. En este experimento se evalud la efectividad bioldgica de las cepas
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Metarhizium anisapline (MIE1) y de tres cepas de Beauveria Bassiana (BIE2, BIE3 Y BIE4)
para el control de garrapatas. Se colectaron 300 garrapatas adultas de la especie
Rhipicephalus microplus de bovinos de las razas cebuinas de diferentes edades con un
intervalo de 45 dias sin aplicacion de garrapaticidas, procedentes del rancho “El
pesebre” ubicado en Buenavista, municipio de Villa Corzo, Chiapa con coordenadas 16°
09 '46" N y 93° 09' 29.8" O. Las muestras colectadas manualmente se colocaron en frascos
de vidrio tapado con gasa hiimeda y se trasladaron al laboratorio de Biofertilizantes y
Bioinsecticida de la UNICACH, sede Villa Corzo.

Las garrapatas se lavaron con agua corriente, se secaron con papel absorbente y se
eliminaron aquellas unidades que presentaron deformidades, dafios fisicos o que se
encontraban muertas. Posteriormente, cada garrapata fue pesada utilizando una balanza
digital. La suma total de los pesos obtenidos se dividi6 entre el numero total de
garrapatas pesadas para calcular el peso promedio por grupo. Finalmente, se colocaron
diez individuos en cada caja Petri para dar inicio a la fase experimental.

Las garrapatas se inocularon con los conidios de cada una de las cepas de los hongos
entomopatdgenos a una concentracion de 1x10° conidios/mL, se aplicé 20 mL de la
solucion de cada tratamiento mediante cinco disparos, aplicados con un aspersor a una
distancia de 10 cm. Se utiliz6 agua destilada como testigo. Los tratamientos fueron
incubados a una temperatura de 28°C + 1°C con una humedad relativa de 85 % durante
14 dias. Durante este periodo los especimenes no se les proporcionaron alimentacion
(Fernandez-Ruvalcaba et al. 2010).

Se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar, con cuatro tratamientos: T1
(Cepa MIE1), T2 (Cepa BIE2), T3 (Cepa BIE3), T4 (BIE4) y TESTIGO (agua destilada) con
cinco repeticiones y en cada repeticion con 10 especimenes.

El porcentaje de mortalidad se calculd utilizando la siguiente ecuacion:

. , , No. de garrapatas muertas
Porcetaje de mortalidad (garrapatas micosadas) = No. de garrapatas evaluadas x 100

Con datos obtenidos de mortalidad se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) y
comparacion entre medias con la prueba de Tukey (< 0.05) con el paquete estadistico
Probit®.

Efectividad bioldgica de hongos entomopatogenos contra Rhipicephalus microplus en
campo.

La efectividad biologica in vivo de los hongos entomopatdgenos se realizo en el “Rancho
4 Hermanos”, ubicado en la Colonia Valle Morelos, municipio de Villa Corzo, Chiapas a
560 msnm, en las coordenadas 16° 07' 25.7" N y 92° 59' 11.5" O.

Se establecid un disefio completamente al azar con 4 tratamientos con 3 repeticiones. Los
tratamientos fueron los siguientes T1 (MIE1 Metarhizium anisopliae), T2 (BIE2 Beauveria
bassiana), T3 (BIE4 Beauveria bassiana) y T4 (Quimico Asuntol al 50V%). Cada repeticion
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consistié en 1 bovino de la raza suizo americano con un peso promedio de 450 kg.
Utilizando un total de 12 bovinos utilizados en el experimento.

Los HE utilizados en este estudio fueron producidos masivamente en sustrato sélido de
arroz siguiendo el protocolo de Labastida et al. (1997) a una concentracion de 1x10'
conidios/mL, asegurando una dosis adecuada para su aplicacion.

Para esta prueba in vivo se utilizé 160 grs de entomopatogeno en medio solido de arroz
de Metarhizium anisopliae y de Beauveria bassiana con una concentracion de UFC de 1x10"2
conidios/g, 24 L de agua potable, adicionando 6 mL de aceite comestible. Se utilizaron 3
aspersores convencionales con capacidad de 20 L, 3 cubetas con capacidad de 5 L cada
una y un tamiz de plastico.

Procedimiento. Para iniciar el experimento se cuantificé el niumero de garrapatas
presentes en cada bovino antes del tratamiento. Una vez que se tienen los datos se
prepard el material bioldgico necesario para los tratamientos, en primer lugar se
colocaron 2 L de agua en una cubeta con 160 g de entomopatdgeno en medio solido de
arroz para cada tratamiento. Se realizd el lavado manualmente por 2 o 3 min,
posteriormente por decantacion y tamizado se transfierio el inoculo a la mochila
aspersora. Este lavado se repitio por dos ocasiones con la finalidad de utilizar la mayor
parte de esporas de HE. Una vez preparada la solucion, se asperjaron de 2 a 3 L de
material biologico uniformemente sobre cada bovino (de las repeticiones). Para el testigo
se utilizo Asuntol liquido® (Coumafos al 20%) con una proporciéon 20 mL en 20 L de
agua.

Los animales inoculados con HE quedaron en reposo bajo condicion de sombra durante
2 horas, con la finalidad de favorecer las condiciones ambientales Optimas para la accién
de los entomopatdgenos. Se monitored a los animales cada 48 horas y se contabilizaron
el nimero las garrapatas por cada repeticion.

Las variables que se midieron fue dindmica poblacional de Rhipicephalus microplus
durante de 14 dias bajo la influencia de los tratamientos con HE, registrando el nimero
de garrapatas cada 48 horas.

RESULTADOS

Identificacion morfologica. Se identificaron 4 cepas de hongos entomopatdgenos HE
de diferentes sistemas agroforestales tabla 1

La cepa MIE1 (Metarhizium anisoplize) es un hongo que durante su crecimiento
vegetativo las cepas jovenes, presenta tonalidades blancas. No obstante, a medida que
llegan a la madurez o etapa reproductiva, adquiere su color caracteristico de color verde
debido a la produccidn de esporas asexuales. Las dimensiones de estas esporas fueron
de 5.71 um de largo y 2.63 um de ancho (Figura 1).

26



Figura 1. Crecimiento de Metarhizium anisopliae cepa MIE1 en medio PDA. a) Anverso
de la colonias, b) Reverso de la colonia, ¢) tamano de una de un conidio.

La cepa BIE2 (Beauveria bassiana) su crecimiento se caracteriza por presentar apariencia
polvosa de color blanco y una alta capacidad de producciéon de esporas. Los conidios
son redondos y tienen un diametro de 2.76 um (Figura 2).

Figura 2. Crecimiento de Beauveria Bassiana cepa BIE2 en medio PDA. a) Anverso de la
colonias, b) Reverso de la colonia, c) Tamano de una de un conidio.

La cepa BIE3 de Beauveria bassiana forma coionias de coior bianco y poivoriento, alta
capacidad de esporulacion. Los conidios son redondos de un didmetro de 2.47 pm.
(Figura 3)

Figura 3. Crecimiento de Beauveria Bassiana cepa BIE3 en medio de PDA. a) Anverso de
la colonias b) Reverso de la colonia, ¢) Dimension una de un conidio. 27



La cepa BIE4 de Beauveria bassiana, se caracteriza por su apariencia esponjosa de color
blanco, alta produccién de esporas y la presencia de gotas de metabolitos secundarios.
Los conidios son redondos de un didmetro de 2.9 um (Figura 4).

Figura 4. Crecimiento de Beauveria Bassiana cepa BIE4 en medio PDA. a) Anverso de la
colonia, b) Reverso de la colonia, c) tamano de una de un conidio.

Cuadro 1. Hongos entomopatdgenos aislaos de diferentes hospederos y lugar de origen.

Especies Huésped Lugar de origen Acrénimos
Orden/familia

Metarhizium  Dermaptera: Ursulo Galvén, Villaflores, MIE1
anisopliae Forficulidae auriculares Chiapas.
Beauveria Coleoptera: Unidad experimental BIE2
bassiana Linogeraeus sp UNICACH, Villacorzo,

Chiapas.
Beauveria Coleoptera: Unidad experimental BIE3
bassiana Linogeraeus sp UNICACH, Villacorzo,

Chiapas.
Beauveria Coleoptera: Unidad experimental BIE4
bassiana Linogeraeus sp UNICACH, Villacorzo,

Chiapas.
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Identificacion molecular de hongos entomopatogenos. El andlisis de la secuencia del
gen marcador ITS del gen 18s rDNA revelo una alta similitud con las secuencias del
GenBank. La secuencia de la cepa MIEI presento 100 % de similitud con el género
Metarhizium anisopliae, la secuencia fue registrada el GenBank con niimero de acceso
SUB14209317.

De la secuencia de la cepas BIE2 presento una similitud de 100 % con el género
Beauveria bassiana, y se registr6 en el GenBank con nimero de acceso SUB14217571.

La secuencia de la cepa BIE3, tuvo una similitud del 100 % con Beauveria bassiana, la
secuencias fue registrada en el GenBank con nimero de acceso SUB14217624.

Efectividad bioldgica de hongos entomopatogenos contra Rhipicephalus microplus en
laboratorio

De acuerdo a los resultados de mortalidad In vitro de Rhipicephalus microplus por la
accion de la virulencia de las diferentes de cepas de hongos entomopatogenos, al
respecto se encontr6 que B. Bassiana BIE2 (Figura 6) presentaron mortalidad a los cuatro
dias después de la inoculacion (DDI) alcanzando un 54 % a los 14 DDI (Figura 6, 7a). Las
garrapatas inoculadas con la cepa B. bassiana BIE4 presentaron mortalidad a partir del
sexto dia DDI alcanzando una mortalidad del 38 % a los 14 DDI (Figura 6 y 7c). En
particular, la cepa BIE2 provoco mortalidad a los cuatro dias después de la inoculacion,
mientras que la cepa BIE4 lo hizo a los seis dias.
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Figura 6. Mortalidad de Rhipicephalus microplus por diferentes cepas de hongos
entomopatogeno

Las garrapatas inoculadas con la cepa B. bassiana BIE3 (Figura 7b) presentaron
mortalidad a partir de los 8 DDI con un porcentaje maximo de 6 % a los 14 DDI. Las
garrapatas inoculadas con la cepa de Metarhizium anisopliae MIE1 y el testigo (aguda
destilada) no presentaron mortalidad.

Figura 7. Representacion esquematica de las garrapatas micosados por diferentes cepas de B.
bassiana.
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De acuerdo con el analisis de varianza (ANOVA), se observaron diferencias
significativas en la efectividad contra Rhipicephalus microplus, destacandose las cepas
BIE2 y BIE4. Estas cepas demostraron ser significativamente mads efectivas en
comparacion con el grupo de control, que no mostré mortalidad (Figura 8).
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Testigo MIE1 BIE2 BIE3 BIE4

CEPAS DE HONGOS ENTOMOPATOGENOS

Figura 8. Comparacion de medias ANOVA, con respecto al testigo y una prueba de
TUKEY (p<00.5) en relacion a la mortalidad.

Prueba de patogenicidad in situ

Como resultado de la inoculacién de HE sobre las garrapatas, estas se desprendieron
del animal provocando asi que la densidad de poblacion bajara (unidad de garrapata/
animal) en los tratamientos. En el tratamiento MIE1 la dindmica de poblacién pas6 de
115 a 55 U/animal, en el tratamiento BIE2 la poblacion descendio de 250 a 90 U/animal y
en el tratamiento BIE4 de 165 a 80 U/animal respectivamente (Figura 9). Provocado por
un efecto antagdnico en las poblaciones de garrapatas por animal.
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Figura 9. Dindmica poblacional de Rhipicephalus microplus con los diferentes
tratamientos.

Durante las pruebas in vitro con la cepa MIE1 (Metarhizium anisopliae), a pesar de no
observarse mortalidad (Figura 8), se aplicd en campo y se observd que las garrapatas
comenzaron a desprenderse de los animales a partir de los 7 dias post-aplicacion,
alcanzado un 52 % de desprendimiento total al final de los 14 dias de evaluacion. Estos
resultados positivos coinciden con los reportado por Yari et al (2021), quien evaluo
hongos entomopatdgenos para el control de garrapatas y destacé que los efectos
positivos sobre esta plaga son inducidos por metabolitos secundarios. Por su parte
Angel et al. (2010) reportaron en Colima que M. anisopliae sobre R. microplus logré una

reduccion del 67.8 % y 94.2 % de reduccion de larvas a los 14 dias post-aplicacion.

Figura 10. A. Bovino antes de la aplicacion HE. Bovino 14 dias después de la aplicacion,
las garrapatas se desprendieron del animal

En el tratamiento con la cepa BIE2 (Beauveria bassiana), se observd que las garrapatas
comenzaron a desprenderse de los bovinos a partir del séptimo dia tras la aplicacion. Al
finalizar el periodo de evaluacion de 14 dias, se alcanzé un 64 % de desprendimiento
total. El desprendimiento de los ectoparasitos de los animales es una respuesta
antagonica provocada por los hongos entomopatogenos, como lo reporta Yari et al
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(2021). Ademas, Pérez (2007) indicé que B. bassiana disminuyo el niimero de garrapatas
en los animales en pastoreo en un tiempo promedio de 8 dias.

Figura 11. A) Bovino antes de la aplicacién de entomopatdgeno. B) bovino 8 dias
después de la aplicacion, las garrapatas se desprendieron del animal. C) Bovino 14 dias
después de la aplicacion oreja presenta nula infestacion y sana.

DISCUSION

Las tres cepas de Beauveria bassiana (BIE2, BIE3 y BIB4) fueron aisladas de insectos del
orden Coleoptera de la familia Curculionidae y la cepa de Metarhizium anisopliae (MIE1)
fue aislada de insectos del orden Dermaptera de la familia Labiduridae. En esta busqueda
de hongos entomopatogenos, se encontraron mas cepas el orden Coledptera, esto
concuerda con lo reportado por Pedrini et al. (2007) quien mencién que la composicion y
estructura quimica de los lipidos cuticulares de Coledpteros han sido caracterizadas
detalladamente, predominando compuesto de cadena muy larga como, hidrocarburos,
alcoholes grasos, ceras, glicéridos, y acidos grasos libres; que pueden ser degradados
por hongos entomopatdgenos permitiendo su penetracion en el insecto. La cepa MIE1
(Metarhizium anisopliae) coinciden con lo reportado por Samson (1980) al presentar
produccion de conidias de color verde, y de color blancas para el caso de las cepa BIE2,
BIE3 e B1E4 y la colonizacion de la epidermis del ectoparasito por el micelio de los
hongos, ocurrio en el cuarto dia de producciéon de conidias, que coincide con lo
reportado por Alves (1986). Estas descripciones de cepas nativas de la region Frailesca
del estado de Chiapas, son de gran importancia como estrategia en el uso de agentes de
control biolégico para regular poblaciones de diversos ordenes de insectos plagas
(Allende 2007).

Los porcentajes de mortalidad en Rhipicephalus microplus fueron del 54% por las cepa
BIE2 de B. bassiana y del 38 % para la cepa BIE4. Esta efectividad biologica que esta
relacionada principalmente por la temperatura y la humedad relativa durante el proceso
de infeccidn. Estos resultados son superiores a lo reportado por Quiroz et al. (1994)
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logrando porcentajes de mortalidad no mayores del 30%. Sin embargo, se ha reportado
que se considera resultados satisfactorios cuando la esporulacion y mortalidad es del
20% del total de artrépodos inoculados.

Las dinadmicas poblacionales de garrapatas tratadas con hongos entomopatdgenos
aplicados en campo, tuvieron un efecto positivo, debido que se detectd
desprendimientos de las garrapatas de los animal y la reduccion de las poblaciones en
un periodo de 14 dias. Los semovientes tratados con M. anisopliae MIE1 presentaron un
desprendimiento del 52 % de las garrapatas, mientras que los tratados con B. bassiana
para el tratamiento BIE2 y BIE4 presentarén un 64% y 51% de desprendimiento
respectivamente, en comparacion al testigo (tratamiento quimico) del 91% de
mortalidad en 48 horas. Los HE tienen un efecto positivo para el control de esta plaga
pecuaria pues provocan el desprendimiento de los ectoparasitos, actuando como un
bioinsecticida natural, tal como lo reporta Mejia (2014), donde se evalu6 extractos de
Lonchocarpus nicou para el control de garrapatas produciendo desprendimientos de la
misma en el ganado bovino.

Los hongos entomopatdgenos tienen un efecto positivo para el control de esta plaga
pecuaria, ya que provoca el desprendimiento de los ectoparasitos, actuando como un
bioinsecticida natural. Mejia (2014) reporto6 resultados similares al evaluar extractos de
Lonchocarpus nicou para el control de garrapatas, produciendo un desprendimiento
significativo en el ganado bovino.

CONCLUSIONES
Este estudio proporciona evidencias solidas sobre la eficacia de las cepas nativas de
Beauveria bassiana (BIE2, BIE3 y BIE4) y Metarhizium anisopliae (MIE1) en el control
bioldgico de Rhipicephalus microplus. Los resultados muestran que estas cepas no solo
alcanzaron tasas de mortalidad superiores al 50 %, sino que también demostraron un
impacto positivo en la dindmica poblacional de garrapatas, promoviendo el
desprendimiento de estos ectoparasitos del ganado. Queda demostrado que el uso de
hongos entomopatdgenos representa una alternativa viable a los tratamientos quimicos
convencionales, con un gran potencial para mejorar la sostenibilidad en el manejo de
plagas agricolas y ganaderas. La identificacion y caracterizacion de cepas locales son
fundamentales para desarrollar estrategias de control bioldgico mas efectivas y
adaptadas a las condiciones ambientales especificas de la regién, destacando la
necesidad de continuar investigando el potencial de los hongos entomopatdgenos como
herramientas claves en el manejo integrado de plagas.
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Estancia académica

Unidad Académica Multidisciplinaria
Mante

UAT
Universidad Auténoma
vERDAD, pELLRZY, reonan 0@ Tamaulipas

Cd. Mante, Tamaulipas a 10 de enero de 2023.
Numero de Oficio: 021-SA/2023

ASUNTO: Aceptacidn de estancia académica

Dr. Vidal Hernandez Garcia
Profesor-Investigador de la Universidad
De Ciencias y Artes de Chiapas

Por este medio envid un cordial saludo, asi mismos sirva el presente para
manifestar el interés en recibir al estudiante Isaac Espinosa Velazquez con matricula
63122003, alumno del segundo semestre de la Maestria en Ciencias en agroforestales de
la Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas para que realice una Estancia Academica
en la Unidad Academica Multidisciplinaria Mante de la Universidad Auténoma de
Tamaulipas. La estancia estara a cargo de la Dra. Reyna lvonne Torres Acosta
Profesor-Investigador y se realizara en el laboratorio de Biotecnologia donde el estudiante
trabajara en la linea de investigacion de Control Bicldgico, especificamente con la
reproduccion de hongos entomopatdgenos. Y el control de calidad de cepas de hongos
entormopatégenos. Lo anterior servird para corroborar y afinar las técnicas de purificacién
de cepas, técnicas basicas de manejo en laboratorio, conservacion y produccién masiva
de hongos entomopatdgenos y completar algunos objetivos de su proyecto de
investigacion tilulado: EFECTIVIDAD BICLOGICA DE HONGOS ENTOMOPATOGENOS
PARA EL CONTROL DE Rhipicephalus microplus (ACARI: Ixodidae).

Me despido cordialmente agradeciendo este |azo de colaboracion académica entre
ambas instituciones.

Atentamente
"VERDAD, BELLEZA,PROBIDAD”

—
UNIDAD ACADEMICA MULTI DISCIPLINARIA
MANTE . CENTRO

M.C. Daniel Lgpez Pifia
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UNIDAD ACADEMICA MULTIDISCIPLINARIA
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Bldv. Enrique Cardenas Gonzilez {834) 318-1800, ext. 5000
No. 1201 Pre. www.uat.edu.mx

Ciudad Mante C.P. 89810.



Constancia de retribucion social

{5 coNaHCYT

Constancia de actividades de retribucién social

Ciudad de México, a septiembre de 2023

A QUIEN CORRESPONDA
Presente.-

En cumplimiento a lo establecido en el Articulo 19, Capitulo VIil. De la Condusién de la
Beca o Apoyo, del Reglamento de Becas del Consejo Nacional de Humanidades,
Clencias y Tecnologias y en el marco de |la Corvocatoria BECAS CONAHCYT NACIONALES
2022, hago constar que el (la) C. isaac Espinosa Veldzquez con nimero de CVU NB1499
beneficiado (a) con una beca para obtener el grado de maestro en el programa Maestria en
Ciencias Agroforestales, que se imparte en Universidad de Clencias y Artes de
Chiapas, realizé las actividades de retribucién social durante el periodo de vigencia de la
beca, tiempo en el que fue alumno (a) regular de esta Institucién.

Asimismo, hago constar que, conforme a lo establecido en la Ley General de Archivos, la
coordinacién del posgrado organiza y conserva la evidencia documental de dichas

actividades en caso de que el CONAHCYT o cualquier otra instancia la requiera.
wiCa

Sin més por el momento, le envio un cordial saludo.

—_— e
DR. MIGUEL ANGEL SALAS MARINA

Coordinador de |a Maestria en Ciencias Agroforestales
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Constancia de actividades de retribucion social

Actividad 1. Curso- Taller titulado: “Ganaderia sustentable y cambio climatico”
Descripcion de la actividad: Capacitacion y orientacién en la conferencia “Técnica de
adaptacion ycambio climatico” donde se destacé la importancia de un buen manejo de
componentes en la ganaderia. Asi mismo se realizé una actividad en campo en la parcela
de dicha institucion sobre |a caracterizacién y estrategias en sistemas ganaderos

Fecha de inicio: 19 de septiembre de 2023

Fecha de término: 22 de septiembre de 2023

Institucién en la que se realizé la actividad: Centro de Bachillerato Tecnolégico
Agropecuario N°42 “Matilde P. Montoya Lafragua” de la ciudad de Villa Corzo, Chiapas.

Nombre del responsable de supervisar la actividad: M.V.Z. Gamaliel Antonio Grajales

Datos de contacto del responsable de la actividad: Numero de celular: 9651054555

Descripcion del impacto social de la actividad: Contribuir en la formacién de los
alumnos de nivel medio superior con temas y conceptos sobre la produccién ganadera y
el impacto del cambio climético, asi mismo puedan adquirir conocimientos para el
crecimiento personal y contribuyan de forma positiva en su comunidad.

Isaatc Espinosa Veldzquez
CVU 1181499
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Dr. Vidal 4 ;Mnd:z Garcia
responsable de supervisar la actividad
de retribucién social en el programa
de posgrado
(Director)

Dr. Mig gel Salas Marina
Coordihador de la Maestria en

Ciencias Agroforestales

-

Dr. Mlgfol Angel Salas Marina
responsable de supervisar la actividad
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DISCUSIONES GENERALES
Objetivo 1: Aislar e identificar especies de hongos entomopatdgenos de la region frailesca
Se aislaron y analizaron tres cepas de Beauveria bassiana (BIE2, BIE3 y BIB4) ailados a partir
de insectos del orden Coleoptera pertenecientes a la familia Curculionidae, asi como una cepa de
Metarhizium anisopliae obtenida de insectos del orden Dermaptera, de la familia Labiduridae.
Se observd que la mayoria de las cepas aisladas provenian de insectos del orden Coleoptera,
como reporta Pedrini et al. (2007) dicho estudio describe la estructura y composicion quimica de
los lipidos cuticulares de los coledpteros, que incluye hidrocarburos, alcoholes grasos, ceras,
glicéridos y &cidos grasos libres, presentan largas cadenas que pueden ser degradadas por hongos
entomopatogenos, permitiéndoles penetrar en el insecto hospedador.
La presencia de estos hongos entomopatogenos en coledpteros es consistente con estudios
previos, donde se menciona que Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana tienen potencial
para infectar y controlar poblaciones de insectos plaga. En particular, la cepa MIE1 Metarhizium
anisopliae concuerda con las caracteristicas descritas por Samson (1980), y las cepas BIE2,
BIE3 y BIE4 de Beauveria bassiana son coherentes con las observaciones de Alves (1986).
La caracterizacion de estas cepas nativas en la regidn de la Frailesca, en el estado de Chiapas,
representa una herramienta valiosa para desarrollar estrategias de control biol6gico. Estos hongos
pueden regular las poblaciones de plagas de distintos érdenes de insectos, promoviendo précticas
de manejo integrado de plagas en cultivos o sistemas pecuarios de esta region (Allende, 2007).
Objetivo 2, Evaluar la efectividad bioldgica in vitro de los hongos entomopatdgenos sobre las
garrapatas Rhipicephalus microplus (Acari: Ixodidae)
Se evaluaron los efectos de dos cepas de Beauveria bassiana (BIE2 y BIE4) sobre la mortalidad
de Rhipicephalus microplus. Los resultados mostraron que la cepa BIE2 alcanzé un 54% de
mortalidad, mientras que la cepa BIE4 logr6 un 38%. Estos niveles de mortalidad sugieren una
efectividad bioldgica que se encuentra por encima de lo reportado en estudios previos, como el de
Quiroz et al. (1994), donde los porcentajes de mortalidad no superaban el 30% a un que Leucona
(1995) establece que una esporulacion y mortalidad del 20% ya se consideran resultados

satisfactorios en términos de control biolégico.
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Por lo tanto, los porcentajes de mortalidad alcanzados en este estudio, superiores al umbral
establecido por Leucona, sugieren que las cepas BIE2 y BIE4 de B. bassiana poseen un
potencial significativo para el manejo bioldgico de R. microplus. Esto proporciona una base
alentadora para el uso de hongos entomopatégenos como agentes de control biolégico en la lucha
contra este acaro, lo cual podria reducir la dependencia de métodos quimicos en el control de
plagas, beneficiando tanto la sostenibilidad ambiental como la salud animal.
Objetivo 3 Determinar la efectividad bioldgica in vivo del hongo entomopatégeno mas efectivo
ejercida sobre las garrapatas Rhipicephalus microplus (Acari: Ixodidae)
El estudio sobre las dindmicas poblacionales de garrapatas en tratamientos con hongos
entomopatdgenos (HE) en campo revel6 resultados alentadores para el manejo biolégico de esta
plaga en animales de produccién. Se observd un efecto positivo, evidenciado por el
desprendimiento de garrapatas de los animales tratados y la reduccion de sus poblaciones en un
periodo de 14 dias. Entre los hongos evaluados, Metarhizium anisopliae (cepa MIE1) logré un
desprendimiento del 52% de las garrapatas, mientras que las cepas BIE2 y BIE4 de Beauveria
bassiana alcanzaron un 64% y 51% de desprendimiento, respectivamente. Estos resultados
coinciden con Yari (2010) y Pérez (2007) donde R. microplus tuvieron un proceso de ecdisis y
desprendimiento al ser controlados por B. Bassiana. El tratamiento quimico de referencia mostré una
mortalidad del 91% en solo 48 horas, los HE destacaron por su efecto sostenido y menos invasivo
El uso de HE como agentes de control bioldgico para las garrapatas representa una alternativa
natural y sostenible en comparacion con los tratamientos quimicos convencionales. Como lo
sefiala Mejia (2014), el empleo de extractos naturales (por ejemplo, de Lonchocarpus nicou)
también ha demostrado eficacia en el desprendimiento de garrapatas, lo cual sugiere que los HE
actian de manera similar, alterando el apego de los ectoparasitos en el hospedador. Estos hongos
no solo tienen un efecto letal directo sobre las garrapatas, sino que inducen comportamientos de
desprendimiento, lo cual contribuye a una reduccién significativa en la infestacion.
Objetivo 4. Establecer un protocolo de produccién masiva de hongos entomopatdgenos
La produccién masiva de hongos entomopatégenos en medio sélido de arroz, se presenta como
una técnica viable y eficaz para la produccion masiva de agentes infecciosos para el control
bioldgico de insectos plagas. La exigencia de altos estandares de calidad en el proceso,
incluyendo la inocuidad de los materiales y de los equipos, asi como el control riguroso de las

temperaturas fundamental para garantizar el éxito de este método (Labastida et al 1997).
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Este protocolo de produccion masiva, es una opcion practica y segura, que ofrece beneficios
econdmicos y rentables para los investigadores, docentes, alumnos e incluso productores que la

implementen.
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CONCLUSIONES GENERALES

Los resultados de este estudio confirman la efectividad de los HE Beauveria bassiana y
Metarhizium anisopliae como agentes de control biolégico contra garrapatas, particularmente en
la region frailesca del estado de Chiapas. Las cepas nativas como BIE2, BIE3, BIE4 y MIE1,
demostraron una capacidad significativa para reducir las poblaciones plagas del orden
Rhipicephalus microplus. Los porcentajes de mortalidad observados fueron superiores a estudios
previos, estos sugieren que la aplicacion de estos hongos, bajo condiciones ambientales
adecuadas de temperatura y humedad, pueden ofrecer una alternativa eficaz y sostenible frente a
los tratamientos quimicos convencionales. Esto resalta el potencial de los hongos
entomopatégenos como una herramienta bioldgica para el manejo integrado de plagas,
proporcionando beneficios a lo largo para la agricultura y ganaderia , asi como una reduccién del

uso de productos quimicos perjudiciales para el medio ambiente y la salud.
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ANEXOS

Figura 1 Dermaptera micosado por M. anisopliae

Figura 2 coledptero micosado por B. bassiana
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Figura 3.- Macroconidios de Metarhizium anisopliae aislado de Dermaptera (40x)

Figura 4.- Macroconidios de Beauveria bassiana aislado de Coleoptera: inogeraeus sp (40x)
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Figura 6.- R. microplus micosado pro B. bassiana (Tratamiento BIE2)
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Figura 8. Bovino infestado por R. Microplus antes de aplicar tratamiento con HE
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