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RESUMEN

Se compararon cuatro técnicas para la recoleccién de larvas de Boophilus micropius en parcelas infestadas attificialmente - dos
técnicas de amastre (B, bandera yD, bandera con doble recorrido) y dos técnicas con CO, (C, plato con hielo seco yA. barril con
hielo seco) . Los muestreos se efectuaron semanaimente durante dos meses en época de secas, a partir de una contaminacion
de 10, 000 farvas activas por transecta. Hubo variabilidad en la recoleccion en los cuatro dispositivos, tanto en los de arrastre
como los de CO, . Las medias de las larvas recolectadas por tratamiento fueron: barril con CO, {A)41.2; bandera (B) 1400.2; plato
con €0, (C)77 5,y bandera doble recorrido (D) 2,946 . Los valores de coeficiente de variacion fueron: (A) 153.51 (intervalo de 0- 293
(B) 156.119 (intervalo 0 - 798), (C) 180.903 (intervalo 0 - 65), y (D) 169.36 (intervalo 4 - 2 026) . Larecoleccidn por medio de la técnica
de bandera de doble recorrido resultd ser fa mejor de las cuatro ensayadas, ya que recolectéd mayor cantidad de larvas y por mas
tiempo hasta al final del estudio . La comparacion entre fas técnicas de arrastre ylas de CO2, mostraron diferencias significativas

enire los dispositivos (p < 0.05) .

PALABRAS CLAVE: Boophilus microplus, Vida libre, Muestreo.

Para poder establecer alglin método de
control de la garrapata Boophilus microplus,
es esencial contar con un programa que
determine la presencia de las fases, tanto
parasitas en el hospedero como no parasitas
en los pastos (1.2,3,4); para ello, se requiere
de métodos de muestreo poblacional
seguros y consistentes (5,6,7). El
procedimiento inicial en este programa, seria
el determinar la curva de poblacién parcial
de la fase larvaria de B. microplus en los
pastos (8,9,10) .

Tres sisternas basicos han sido empleados
para muestreos de poblaciones larvales de
garrapatas : recoleccion manual directa de
la vegetacién, consistente en el muestreo
directo a las plantas de forma manual,
localizando larvas con una lupa; arrastre de
dispositivos con superficies de algoddn sobre
la vegetacion, consistente en deslizar
superficies de algodén al nivel de los pastos,
quedando las larvas adheridas a tal
superficie; y trampas con atrayentes, tales
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como didxido de carbono 6 animales vivos,
mediante la colocacion de dispositivos que
contengan CO,, asi, las larvas son atraidas
de manera semejante como sucede conlos
animales (5,11). El método mas
frecuentemente usado ha sido el de arrastre
(12); sinembargo, existe controversia acerca
de cual sea el mejor. En estudios con
Dermacentor andersoni, se ha podido
establecer que ia poblacién larval en las
pasturas, estimadas por técnicas de
arrastre, puede ser correlacionada con la
poblacidn parasitaria sobre el hospedero
(13).

En Puerto Rico (5), comparando la eficiencia
en la colecta de tres técnicas de arrastre
para {a fase larval de B. microplus. se
determind que existe gran variabilidad con
las fres técnicas estudiadas y se sugiere
examinar otros disefios experimentales,
dirigidos a disminuir esta variabilidad. En el
mismo estudic (5), se menciona que las
técnicas de arrastre pueden no ser lo mas
eficientes, puesto que, una cantidad de
farvas recolectadas son derribadas de la
vegetacion cuando se hace el arrastre del
dispositivo .



Otros autores (14), sefalan que no ha sido
disefiado un dispositivo que proporcione un
método estandarizado de muestreo parala
fase larval de B. microplus. En cuanto a las
técnicas de atraccion que involucran
animales, elevan el costo considerablemente
por concepto de mantenimiento y disefio del
dispositivo frampa (16,17) .

Las trampas de CO, proveen un sistema de
atraccién sin animales; sin embargo, algunos
autores (16), apuntan que habria que
considerar su uso, dado el pequefic tamafio
de las larvas y su relativa corta distancia de
migracion horizontal. Estos mismos autores
(18), determinan las cantidades de CO,
requeridas para estimular tanto a ninfas como
adulios de la garrapata Amblyomma
americanum.

Con la garrapata Amblyomma triguttatum,
se ha determinado que la técnica de
atraccion con CO, es mejor que lade rastreo
con bandera (18), pero resulté sélo ser un
método seguro para ninfas y adultos. Enotfro
experimento se encontr6 que el uso de CO,
como atrayente, es mas eficiente que las
técnicas de arrastre para la recuperacion
solamente de estadios buscadores de
hospedero (13) . Sin embargo, usando
trampas de CO, para Ixodes dammini se
indico que estas fueron efectivas en el
muestreo de esta especie (20) .

En México, se ha usado la técnica de
arrastre con bandera desde su aplicacién por
ia Campana Nacional contra la Garrapata
(21,22); sin embargo, no existen estudios
comparativos que involucren diferentes
técnicas para el muestreo de pastizales
infestados con la fase larval de vida libre de
B. microplus (12,19,20). Es importante
sefialar que los ganaderos deben contar con
una metodologia segura, practica, de poca
variabilidad, para determinar el grado de
infestacién de los potreros, antes de
introducir ganado . Es recomendable hacer
estudios comparativos entre diferentes
métodos de muestreo larval, para poder
seleccionar el mas confiable, y poder hacer

176

el seguimiento de la dindmica poblacional
de la fase larval en los pastizales .

El objetivo del presente trabajo fue comparar
cuatro métodos para la colecta de la fase
larval de Boophilus micropius, bajo
condiciones naturales e infestacién
controlada de las parcelas.

El estudio se llevé a cabo en el rancho
ganadero «Zacatecontitia», el cual cuenta
con pastizales establecidos de zacate
Estrella de Africa {Cynodon plectostachyus)
y zacate Jaragua (Hyparrhenia rufa), ubicado
en el Km 6 dela carretera Federal Tepozilan-
Yautepec, municipio de Tepoztlan, Morelos,
a 180° 53" latitud norte y 99° 14' longitud
oeste; y con una superficie de 40 hectareas,
divididas en 18 potreros, donde se explota
ganado Cebu Gyr rojo . El clima se clasifica
como subtrépico subhimedo A (¢) wl (w) ig,
(23) , con una temperatura media anual de
25C, minimade 15C , maximade 34 C .y
altitud de 1500 msnm, con periodos de
ltuvias de junio a septiembre, y precipitacion
media anual de 900a1 100 mm.

Se utilizé un potrero de aproximadamente
900 m?, cercado con alambre de puas, donde
se realiz6 un muestreo preliminar con
bandera, para determinar la presencia o
ausencia de larvas de B. microplus . El
terreno se subdividié en cuatro subparcelas
de 196 m? cada una, con el fin de obtener
muestras cuadruples (Cuadro 1) .

En las cuatro subparcelas se trazaron
transectos de 35 m de largo por 90 cm de
ancho, dejando entre cada transecto un
pasillo de 50 cm , delimitados con hilo de
nylon, de tal modo que, cada subparcela tuvo
4 transectos. ‘
El material vegetativo en el drea de estudio
estuvo representado por zacate Estrella de
Africa, zacate Jaragua y una variedad de
Paspalum, distribuidos en toda el area de
estudio; la altura del pasto se uniformé por
medio de un chapeo, a una altura de 20 cm,
al inicio del experimento . Alrededor de todo
el terreno se dejé una zona amortiguadora.
Los muestreos se realizaron durante la época
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CUADRO 1. RESULTADOS Y PROMEDIOS FINALES DE 8 MUESTREOS DE LARVAS
DE B. microplus CON A-BARRIL, B-BANDERA, C-PLATO Y D-BANDERA DOBLE RE-
CORRIDO, EN TRANSECTOS CON 4 REPETICIONES DE 35m DE LARGO Y 90 cm.DE

ANCHO CIU

Muestreo 1 2 3 4 5 6 7 8 TOTAL
A 17 15 6 0 0 0 0 0 38
B 625 463 225 10 14 7 5 0 1349
C 33 18 7 0 0 0 0 0 58
D 2030 1031 266 46 24 12 g 5 3423
B 671 660 111 3 186 5 3 0 1469
C 35 31 4 0] 0 0 0 0 70
19} 1780 9306 217 20 3 14 11 7 3019
A .14 11 g 0 0 0 0 0 34
C 65 45 5 0 0 0 0 0 115
D 1920 895 228 40 23 10 7 8 3131
A 19 20 5 0 0 0 0 0 44
B 740 798 122 12 10 7 4 1 1694
D 1513 425 175 56 19 15 6 4 2213
A 29 13 7 0 0 0 0 0 49
B 662 312 68 25 12 8 2 0 1089
C 49 16 3 0 0 0 0 0 66

Con una sola contaminacién de 10,000 larvas de B. microplus de 4 semanas de edad

por transecto.

Promedios finales : A:41.2a

B;1400.2b

C:;77 5a D;2946¢

Valores con la misma literal son iguales entre si (p < 0.05)

de sequia de abril y mayo .

La colonia de garrapatas B. microplus
empleada durante el experimento, fue una
cepa sensible a los organofosforados . Para
su reproduccion se empleé inicialmente un
bovino susceptible raza Holstein, macho de
2 1/2 afos de edad, libre de garrapatas,
mantenido en condiciones de aislamiento .
El bovino fue infestado con 3,500 larvas de
B. microplus . de cuatro semanas de edad.
por medio de la técnica de manga de
infestacion focal (25); 21 dias posteriores a
la infestacion se inicio la caida de las
hembras adultas ingurgitadas,
recolectandolas en cajas de Petri que se
incubaron a 25 C, con humedad relativa de
90 % , hasta lograr la oviposicion total. Las
masas ovigeras recuperadas fueron pesadas
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g incubadas en viales de vidrio, con tapén
de tela de tul, en las mismas condiciones
de temperatura y humedad de la oviposicion,
hasta lograr la eclosion (10).

La diseminacion de larvas de cuatro
semanas de edad se realizé mediante el
ensayo de una serie de contaminaciones
crecientes, para determinar el numero de
larvas necesarias para asegurar la
contaminacion del terreno. Este ensayo
comenzo con 100, 200 y 1250 larvas de B.
microplus por transecto, con intervalos de
un mes entre cada contaminacion . Una
cuarta contaminacién con 10, 000 larvas se
efectud 5 meses después. Para la
determinacién exacta del numero de larvas,
se procedid por conteo directo en 100y 200,
larvas y por peso con 1,250y 10,000 larvas


http:B;1400.2b

de B. microplus. Las contaminaciones
fueron realizadas al atardecer cuando las
condiciones de temperatura no fueron
drasticas. Las larvas de B. microplus
contenidas en viales, se depositaron en el
punto central del transecto, a partir del cual,
se movian constantemente hacia los
extremos, con la finalidad de distribuirlas
homogéneamente a través de todo el
transecto. Las técnicas de colecta que se
evaluaron fueron : (A) Bamil conteniendo CO,,
que consistié en el uso de un dispositivo
formado por un barril metalico (15), de 90
cm de alto y de 45 cm de didmetro, que
contenia 1/2 kg de hielo seco; el barril fue
fijado a un mango en forma de pinza que lo
sujetabay le permitia rodar, y que contenia
orificios de 1.0 cm de diametro distribuidos
entoda la superficie rodante, y cubierta por
una franela blanca. (B) Técnica de bandera ;
consistente en el uso de una franela blanca
de 1.0 m x 90 cm, fijada al extremo
transversal de un dispositivo de madera en
forma de "T". (C) Plato conteniendo CO, ;
consistente en el uso de cajas de Petride 8
cm de diametro, con 150 gramos de CO,en
forma de hielo seco (18), y depositada sobre
una franela blanca de 50x50 cm, fijada en
cada extremo por medio de clavos de 2 1/2
pulgadas de largo. (D) Técnica de doble
bandera; consistente en el mismo dispositivo
empleado en la bandera pero con doble
recorrido y tiempo de colecta. Para los
muestreos se emplearon cuatro
repeticiones por dispositivo, en donde
estuvieron marcados los transectos en forma
combinada, distribuidos en cuadro latino
(26,27). Una vez contaminados los
transectos, se espero tres dias antes de
proceder a la toma de muestra, realizada
cada ocho dias. Con la bandera se procedié
a realizar un recorrido de una vuelta (ida y
regreso) del transecto B, de manerarasante,
cubriendo el ancho del transecto, con una
duracién de cuatro minutos. Con doble
bandera el recorrido fue de dos vueltas 'y
duracién total de ocho minutos en el

transecto D. Con el plato conteniendo CO,
(19), se emplearon 16 cajas de Petri
distribuidas a lo largo del transecto C con
una distancia de dos metros entre cada plato
y tiempo de 60 minutos para proceder ala
colecta de larvas recuperadas . Con el barril
conteniendo CO, , el recorrido fue de dos
vueltas en el transecto A, para un total de
cuatro minutos .

La recuperacién de larvas se hizo por medio
de cinta adhesiva en donde se pegaban (22),
identificAndose la tira adhesiva con el nimero
de transecto, fecha y dispositivo de colecta
empleado. Posteriormente, el conteo e
identificacion de larvas se realizd en el
laboratorio .

Una vez obtenidos todos los datos del
programa de muestreo, se analizaron
estadisticamente mediante el método de
ANDEVA, con cuatro repeticiones, Tuckey
para comparacién de medias, y se determiné
el coeficiente de variacién de cada técnica
(3.27).

Los resultados de la contaminacién con
10,000 larvas de B. microplus (por transecto),
obtenidos por medio de los cuatro
dispositivos de colecta de larvas con cuatro
repeticiones, permitié6 apreciar el
comportamiento de cada técnica. Se
observd que el tratamiento D (bandera de
doble recorrido) , recolecté la mayor cantidad
de larvas totales al final del experimento, con
un promedio de 2 946; siguiéndole el
tratamiento B (bandera) con 1,400.2 ; en
tercer lugar el tratamiento C (plato con CO,)
con 77.5; y por ultimo el tratamiento A (barril
con CO,) con 41.2 (Cuadro 1).

En la Figura 1 estan representados las
promedios del numero de larvas colectadas
por tratamiento de cada muestreo, durante
los ocho muestreos del experimento; se
observa que el tratamiento D continua
recuperando larvas de B. microplus hasta
el final del estudio; el tratamiento B (bandera)
logra recuperar larvas hasta la semana siete
del muestreo; el tratamiento C (plato con
CO,) recuper¢ larvas Unicamente hasta la



FIGURA 1. PROMEDIO DE LARVAS DE 8. micropius RECUPERADAS POR
CUATRCO TECNICAS DE COLECTA DURANTE OCHO SEMANAS.
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semana tres al igual que el tratamiento A
(barriicon CO,). Enla Figura 2 se representa
el numero total de larvas de B. microplus,
recuperadas al final del experimento, por
cada método de muestreo .

Los datos correspondientes al ANDEVA, y
la prueba de Tuckey demostraron que
existieron diferencias estadisticamente
significativas entre las técnicas de arrastre
y CO, (p < 0.05).

SEMANAS

Iniciaimente, el experimento fue pensado
para ser realizado bajo condiciones
completamente naturales, en un potrero
infestado con garrapatas B. micropius; sin
embargo, no fueron encontradas larvas de
esta especie en los muestreos efectuados
previamente con la técnica de bandera ; por
esta razdn, se procedié a hacer un estudio
de simulacién, bajo condiciones controladas
de contaminacion del terreno con larvas de

FIGURA 2. COMPARACION DE CUATRO TECNICAS DE COLECTA DE
B. microphss.
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B. microplus. apreciando que, la
contaminacion con 100 larvas mostrd no ser
suficiente para asegurar la contaminacion del
terreno, puesto que, ninguna larva fue
recuperada tres dias después de ser
liberadas estas en el terreno, durante cuatro
muestreos, uno semanalmente; de igual
manera sucedid con la contaminacién con
200 larvas. Cuando se contamind con 1,250
larvas, se empezaron a recuperar estas,
pero, en cantidades insignificantes. Por tal
motivo, se procedié a efectuar la
contaminacion con 10,000 larvas de B.
micropius de cuatro semanas de edad, por
transecto, para asegurar la contaminacidn
del terreno. De esta manera, los dispositivos
para cada tratamiento de colecta pudieron
mostrar su eficacia. o que se confirmé por
los resultados encontrados (Figura 1.2) .
Elhecho mismo de haber modificado el plan
de trabajo, de uno en condiciones
completamente naturales, a otro en
condiciones naturales pero con infestacion
artificial de las parcelas, permitié conocer la
cantidad minima requerida para asegurar la
contaminacidn de los pastos. o cual podria
ser de utilidad para posteriores estudios de
simulacion del desarrollo de B. microplus
en su fase libre.

En México, desde tiempos de la Campana
Nacional contra la garrapata, el muestreo en
los pastos con la técnica de arrastre con
bandera fue puesta en practica (20. 25), a
pesar de no haberse realizado estudios
comparativos entre diversas técnicas de
arrastre y las de CO,. Los resultados del
presente estudio permiten apreciar
diferencias estadisticamente significativas
{p <0.05) entre las técnicas ensayadas. Lo
mas relevante de esta comparacién, es el
hecho de que la prueba de bandera con doble
recorrido en tiempo y distancia, demostrd
ser la mas consistente hasta la finalizacion
de los muestreos en las cuatro subparcelas
{Figura 1. 2).

Llama la atencion la gran variabilidad de
resultados dentro de un mismo tratamiento:
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sin embargo, esto ha sido largamente
discutido en la literatura cientifica (29,28},
razon por la cual se recomienda el ensayo
de diversas técnicas de muestreo larval,
antes de adoptar una para su uso en los
potreros infestados por B. micrcpius (14,15).
En cuanto a los tratamientos Ay C ( con
CO, ). desde el cuarto muestreo dejaron de
recolectar larvas, indicando con esto su poca
eficacia cuando son comparados con los de
arrastre. Sumado a esto, la poca
adaptabilidad practica, dada la dificultad para
conseguir el CO, en forma de hielo seco y
el incremento en el costo para estas
pruebas; ademas, desde el inicio de los
muestreos, el tratamiento del barril rodante
con CO, mostrd gran dificultad en el manejo
por su disefio, que sin embargo, podria ser
mejorado si en su construccion se emplearan
materiales mas ligeros y se perfeccionara
su sistema de rodamiento .

Respecto al coeficiente de variacién, los
valores encontrados son normales, en virtud
de gue se colectan muchas larvas al inicio
del estudio, decreciendo al final del mismo.
Esto puede deberse a la mortalidad natural
de las larvas, incrementada por las
condiciones ambientales desfavorables
imperantes durante el periodo de estudio
{época de secaj, con los tratamientos que
correspondieron a la contaminacion con
10, 000 larvas por transecto .

El tratamiento D fue el mas efectivo de los
cuatro en virtud de que en la titima colecta,
solo en este grupo se colectaron larvas, y a
pesar de que este tratamiento no tiene el
mengcr valor del coeficiente de variacion
{169.3), esto se debe a que |0s gque tienen
menor valor de este coeficiente, uno de ellos,
el A {barril) (153.5) es el que recupero menor
cantidad de larvas y por lo tanto, con cifras
tan pequefas, la variacion conrespecto ala
media es menor y el B (bandera) (156.1) a
pesar de tener un coeficiente de variacién
menor conrespecto a Cy D. recuperd menor
cantidad de larvas que la tecnica de doble
bandera (D), lo cual demuestra la eficacia



de D. Respecto a la comparacién de los
promedios de los muestreos se observaron
diferencias significativas (p < 0.05) entre el
tratamiento D respecto a los otros tres.
Bajo las condiciones del presente estudio
el tratamiento de bandera con doble recorrido
(D) para muestreo larval de B. microplus,
fue el mas eficaz colectando larvas, en
mayores cantidades y por mas tiempo que
los otros ensayados. El numero minimo
requerido para asegurar la contaminacion de
los transectos fue de 1,250 larvas.
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COMPARISON OF FOUR SAMPLING
TECHNIQUES FOR Boophilus microplus
LARVAE UNDER FIELD CONDITIONS IN
ACONTROLLED INFESTATION.

SUMMARY

Four techniques were compared for the recovery of Boophilus
microplus larvae in artificially infested plots: 2 dragging
techniques (B single flag passage and D double flag passage)
and 2 dryice attraction fechniques (C, piate and A, barrel), Tick
sampling was carried out weekly during 2 months, during the dry
season after a 10,000 active larvae per transect contamination.
There was variability on the recovery capability of the 4 devices.
The mean numbers of recovered larvae were : (A) 41.2 barrel
with CO2 ; (B) 1,400.2, flag; (C) 77.5 plate with dry ice and (D)

. 2,946 flag with double passage. The coefficient variation values
were: {(A) 153 51{range 0-29), {B)156.1{range 0-798), (C) 180.90
(range 0-65) and (D}169.36 (range 4-2026) respectively. The
double flag passage (D) was the best collection technique. in
fact it recovered more larvag and during more time. untilthe end
of ihe experiment. There were significant differences between
devices used {p< 0.05)

KEY WORDS' Boophiius micropius, Free iife stage. Sampling.
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