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RESUMEN

Las garrapatas son vectores reconocidos de microorganismos patdogenos para el
ganado bovino, asi como del hombre, ademas de provocar pérdidas economicas a
la produccion ganadera debido a la utilizacion de insumos para controlar este tipo
de parasitos. Las estrategias para el control de la garrapata en la actualidad, se
han modificado, en base a la adaptacién que estas han registrado ultimamente, en
referencia al control quimico, que es uno de los més utilizados en la produccién
bovina. Numerosos estudios han demostrado que este tipo de parasitos han
presentado resistencia al control quimico y una de las alternativas sustentables de
control, es la utilizacion de hongos entomopatégenos (HE) como control bioldgico.
Este trabajo de investigacion se enfoco en la utilizacién de Metarhizium anisopliae
(Metsch.) Sor., Beauveria bassiana (= Cordyceps bassiana) bassiana (Bals.) Vuill.,
Isaria fumosorosea (= P. fumosoroseus (Wise) en garrapatas, se dividié en partes
la investigacion, dando como resultado: 3 articulos. En el articulo | se trabajé con
cepas diferentes de HE y sus combinaciones en garrapatas adultas y huevos de
garrapata (R. microplus y A. cajennense) nativos del estado de Colima in vitro a
concentraciéon de 1x10® conidias/ml. En el articulo Il se trabajé con HE de cepas
diferentes y sus combinaciones en garrapatas adultas nativas del estado de
Michoacan in vitro, también a 1x10® conidias/ml. Estos primeros bioensayos se
realizaron en laboratorio bajo condiciones controladas, los resultados mostraron
gue una cepa de Metarhizium anisopliae (Mal198) obtuvo el porcentaje mayor de
eficacia para el control de garrapata in vitro. Asi que, en el articulo Ill, se aplicé el
tratamiento de Mal98 en garrapatas que se encontraban parasitando al ganado
bovino de forma natural, en praderas del estado de Michoacan, en 7 hatos de
bovinos de doble propdésito, se aplicd el tratamiento cada 15 dias con HE a una
concentracién de 1x10° conidias/ml, por un total de 6 bafios de aspersién. Los
resultados en laboratorio demostraron una eficacia de mortalidad mayor de 90%,
con las cepas mas virulentas y bajo condiciones controladas; por otro lado, en
condiciones de praderas infestadas naturalmente se presentd una eficacia de
mortalidad de 90% después de 6 aplicaciones cada 15 dias con bafios de
aspersion sobre cada bovino.

Palabras clave: Metarhizium anisopliae, control biologico, garrapata, bovino.



ABSTRACT

Ticks are vectors of recognized pathogenic microorganisms for the cattle, as well
as of man, in addition to cause economic losses to livestock production due to the
use of inputs to control this type of parasites. Strategies for the control of the cattle
tick in the present, have been modified, on the basis of the adaptation that these
have been lately, in reference to chemical control, which is one of the most used in
the production of cattle. Numerous studies have shown that this type of parasites
have been resistant to chemical control and one of the sustainable alternatives of
control, is the use of entomopathogenic fungi (HE) as biological control. This
research work focused on the use of Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sr.,
Beauveria bassiana (= Cordyceps bassiana) bassiana (Bals.) Vuill., Isaria
fumosorosea (= P. fumosoroseus (Wise) in ticks, was divided into parties research,
resulting in: 3 articles. In the article | was working with different strains of HE and
their combinations in adult tick and eggs (R. microplus and A. cajennense) native
of the state of Colima in vitro to concentration of 1x10° conidia/ml. In the article Il
have to work with different strains HE and their combinations in adult ticks native of
the state of Michoacan in vitro, also to 1x10® conidia/ml. These first bioassays were
performed in the laboratory under controlled conditions, the results showed that a
strain of Metarhizium anisopliae (Mal98) obtained the highest percentage of
effectiveness for the control of tick in vitro. So, in article 1ll, the treatment was
applied in Mal98 in ticks that were parasitizing the cattle in a natural way, in
meadows of the state of Michoacan, in 7 herds of cattle of dual purpose, treatment
was administered every 15 days with HE have a concentration of 1x10® conidia/ml,
for a total of 6 bathrooms of spraying. The results in the laboratory showed a
effectiveness of higher mortality of 90 %, with the most virulent strains and under
controlled conditions; on the other hand, in conditions of course infested grassland
was presented a effectiveness of mortality of 90% after 6 applications every 15
days with bathrooms of spraying on each bovine.

Key Words: Metarhizium anisopliae, biological control, tick, bovine.



RESUMEN

El trabajo de tesis se condensa en tres articulos de investigacion que se
realizaron conforme se fueron alcanzando los objetivos y obteniendo resultados. En el
articulo 1, se realizaron 2 bioensayos donde se evalué la eficacia de cepas de
Metarhizium anisopliae (Metsch.)Sor., Cordyceps bassiana (=Beauveria bassiana
(Bals.) Vuill. Ascomycetes: Clavicipitaceae) e Isaria fumosorosea (= P. fumosoroseus
(Wise) (Ascomycota: Cordycipitaceae) para el control de garrapatas Rhipicephalus
microplus (R. microplus) (Canestrini) y Amblyomma cajennense (A. cajennense)
(Fabricius) del estado de Colima, México con el objetivo de extraer de entre ellas las
cepas mas viables para el control de garrapata. En el primer bioensayo se formaron
grupos de 5 garrapatas adultas en cada caja de Petri, 30 de R. microplus y 30 de A.
cajennense sometidas a Ma34, Mal98, Mal8l, Mal4 de Metarhizium anisopliae,
Bb174 y Bb249 de Beauveria bassiana a la concentraciéon de 1x10% en el segundo
biensayo se formaron grupos de 20 huevos de R. microplus en cada caja de Petri con 4
repeticiones asperjados con 8 tratamientos con las cepas individualmente y sus
mezclas (Mal198 de Metarhizium anisopliae, Bb249 de Beauveria bassiana, Pfrl3 de
Paecilomyces fumosoroseus, Bb249+Mal98, Pfrl3+Mal98, Bb249+Pfr13 vy
Bb249+Mal198+Pfrl13) y el grupo testigo asperjado con agua y Tween 80; después de la
inoculacién se dejaron en incubacién a 25°C y cada 5 dias se registr6 el nimero de
garrapatas y huevos muertos por micosis. Los resultados indicaron en el primer
bioensayo los grupos de garrapatas adultas tratados con los 6 tratamientos
demostraron a Mal98 con un 80% de efectividad en A. cajennense y 100% en R.
microplus. Los huevos de R. microplus sometidos a 8 tratamientos mostraron
diferencias significativas (P<0.05) donde Mal98, Bb249+Mal98, Pfr13+Mal98 vy
Bb249+Pfr13+Mal98 mostraron efectividad de 95 al 100%. Estos resultados
demostraron que Mal98 se puede emplear como alternativa para control biol6gico en

adultos de R. microplus y A. cajennense y en huevos de R. microplus. En el articulo Il



se realizé un biensayo, con el objetivo de determinar la cepa mas eficaz para el control
biolégico de la garrapata del estado de Michoacan en base a los resultados de los

primeros bioensayos (art.l). En el bioensayo se formaron grupos de garrapatas adultas
procedentes del estado de Michoacan, México. Se transportaron al laboratorio, las
garrapatas de R. microplus se formaron en grupos de 20 en cada caja de Petri con 4
repeticiones que fueron inoculadas mediante la técnica de inmersion durante 5 seg con
8 tratamientos de cepas a la concentracion de 1x10° conidias/ml, donde se aplicaron las
cepas individualmente y sus mezclas (Mal98 de Metarhizium anisopliae, Bb249 de
Beauveria bassiana, Pfrl3 de Paecilomyces fumosoroseus, Bb249+Mal98,
Pfr13+Mal198, Bb249+Pfr13 y Bb249+Mal98+Pfr13) y el grupo testigo asperjado con
agua y Tween 80; después de la inoculacion se dejaron en incubacion a 25°C y cada 5
dias se registr6 el numero de garrapatas muertas por micosis. Los resultados
demostraron que la cepa Mal98 fue la mas virulenta con 97.5%, seguido por 93.7% de
virulencia con las cepas Pfr13 y Mal198+Bb249+Pfr13 en R. microplus en adultos, los
diferentes tratamientos mostraron diferencias significativas (P<0.05) donde Mal98,
Pfrl3 y Mal98+Bb249+Pfr13 con efectividad (93.7 a 97.5%). En el articulo Il el
objetivo fue evaluar la efectividad de la Cepa Mal98 por bafios de aspersién en el
ganado bovino ya que se habia determinado la eficacia de dicha cepa en base a los
resultados de los primeros bioensayos (art. | y art. Il). El trabajo de investigacion se
realizé en 7 hatos con bovinos de doble propdsito con animales de todas las edades en
cada hato, “El Capire”, “El Naranjo”, “El Capulin”, “Cuicateo” pertenecientes a la
tenencia de Tafetan, municipio de Tzitzio, “La Arpita” perteneciente al municipio de
Indaparapeo, “Los Puchotes” y “Rincén de Zetina” pertenecientes al municipio de
Querendaro. Las razas que se utilizaron Suizo, Brahman, Cebu y Criollo. Para
determinar las unidades de muestreo se determiné que éstas tuvieran el cuerpo con
evidente infestacion de garrapatas. Los hongos fueron cultivados en agar dextrosa
(SDA) Sabouraud, incubados a 25°C y 70% HR por 3 semanas y los conidios fueron
extraidos para obtener una concentracién de 1x10° conidios/ml, la cual se diluyé en
0.1% de Tween 80. La cepa Mal98, se roci6 a los animales siempre a favor del viento,
en contra de la direccion del pelo y después de las cinco de la tarde. Se aplicaron 6

bafios cada 15 dias. Se evaluaron los animales contando el nUmero de garrapatas que



tienen en el cuerpo, realizando este conteo de todo el lado izquierdo en un plano medial
con ayuda de un contador, tomando registros con intervalos de 15 dias cada uno. Los
resultados del conteo de garrapatas obtenidos se sometieron a analisis estadistico de
diagrama de dispersion con una funcion cuadratica o también llamada de segundo
grado Y=Ax*+Bx+C. El ganado en el estado de Michoacan demostré una decreciente
poblacién de garrapata R. microplus en donde el promedio general de inicio fue de
106.33 garrapatas y terminaron con un promedio general de 7.95 garrapatas promedio
por bovino al finalizar los tratamientos. Por lo tanto, haciendo un analisis de los tres
estudios que se realizaron, se determina que la cepal98 es eficaz como tratamiento de
control biolégico de R. microplus, tanto in vitro como en el ganado bovino directamente
en praderas abiertas cabe mencionar que es necesario que se realicen mas
investigaciones en diferentes explotaciones ganaderas, para identificar, los productos a
los que ya son resistentes las garrapatas; también valorar la Cepa Mal98 por un
periddo experimental mas amplio. Determinar el efecto de la Cepa Mal98 en otras
localidades con problemas de garrapata, donde se incluyan grupos testigo; asi como

realizar investigaciones comparativas de tratamientos con control biolégico y quimico.



INTRODUCCION GENERAL

La ganaderia bovina es la principal fuente de ingresos de alrededor de 200
millones de familias de pequefios productores en Asia, Africa y América Latina, y la
Unica fuente de subsistencia para al menos 20 millones de familias. En estos sistemas,
los principales problemas que se enfrentan son una creciente degradacién de las
pasturas y su consecuente pérdida de productividad, la deforestacion, una creciente
dependencia de insumos externos, tecnologia y material genético, la amenaza del
cambio climatico, alta incidencia de enfermedades y deficiencias de organizacion y
comercializacién (FAO, 2014). La ganaderia bovina constituye una fuente de alimento
basico de importancia mundial. Se estima que los rumiantes aportan el 70% de la
proteina consumida por el hombre (Minson, 1990). En el mundo se reporta una
poblacién bovina de 1399 millones de cabezas, en América una poblacion de 488
millones de cabezas en 2004 (FAO, 2009). El estado de Michoacan registra 1 004 565
cabezas de bovinos en 2007, de éstas, el municipio de Queréndaro registra 2935,
Indaparapeo, 2857 y Tzitzio, 14066 (INEGI, 2007).

Se sabe que la produccién bovina se encuentra limitada por problemas causadas
por parasitosis y enfermedades. Las garrapatas constituyen el ectoparasito mas
importante de la ganaderia mundial Rhipicephalus (Boophilus) microplus: (R. microplus)
(Canestrini) producen el mayor problema en la ganaderia bovina de las regiones
tropicales y subtropicales, donde sus climas son favorables para la supervivencia de las
garrapatas (Jonsson, 1997). El impacto econdmico se debe al dafio causado a las
pieles por accion de las picaduras, pérdida de sangre, efectos toxicos, reduccion en la
produccion de leche y carne, en la produccion de becerros y el incremento en los costos
de control; ademas de los agentes etioldgicos que transmiten como: virus, bacterias,

rickettsias y protozoos (Ojeda-Chi et al., 2011).



El control de garrapata se basa principalmente en el uso de ixodicidas; sin
embargo, su uso irracional ha propiciado la aparicion de garrapatas resistentes a las
principales familias de ixodicidas (Rodriguez-Vivas et al., 2006ab, 2007). Por la
demanda de alimentos libres de residuos quimicos y por el cuidado del ambiente, se
sugiere la utilizacion de sistemas alternativos de control entre los que se pueden contar
el empleo de nematodos (Hill, 1998), vacunas (Jonsson et al.,, 2000), bacterias
(Hassanain et al., 1997), aceites esenciales (Prates et al., 1998) y hongos
entomopatdégenos como Beauveria bassiana (B. bassiana) y Metarhizium anisopliae (M.
anisopliae) (L6pez et al., 2009). Se tiene reportado que estos hongos causan mortalidad
en garrapatas adultas, a la vez que disminuyen su fecundidad (Kaaya y Hassan, 2000;
Benjamin et al., 2002; Da Costa et al., 2002).

Generalidades de las garrapatas

Existen dos grupos de parasitos, los endoparasitos (internos) y los ectoparasitos
(externos). Un tipo de parasito externo es la garrapata;, su caracteristica es la
hematofagia y los dafios que ocasiona en los animales infestados estdn determinados
por diversos factores como: la succion de sangre, de la accion tdxica por la secrecion
de las glandulas salivales y de la transmision de las numerosas enfermedades
(Borchert, 1981; Ocadiz, 1995), conviene sefialar, que varias especies de estos acaros
requieren de uno, dos y hasta mas hospederos, para completar su ciclo de vida
relativamente corto (Garris, 1991).

Las garrapatas estan distribuidas por todo el mundo e intervienen como
transmisoras de agentes patdogenos para el humano y los animales (Jonsson, 1997;
Gonzalez, 2006). Ademas, sirven de vectores bioldégicos o mecanicos para la
transmision de entidades nosoldgicas importantes (Vega y Murguia, 1993). Se ha
estimado que la mitad del ganado a nivel mundial es infectado por enfermedades tales

como anaplasmosis y babesiosis transmitidos por diversos géneros de garrapatas, que



son la principal limitante en la produccién animal, sobre todo en regiones subtropicales
y tropicales (Hostis y Seegers, 2002). Se ha estimado que las pérdidas econémicas son
de $7,000 millones USD anuales a nivel mundial y $48 millones USD de pérdida anual

en México (Rodriguez-Vivas et al., 2007).

Taxonomia

Las garrapatas son acaros cosmopolitas, por su gran tamafio (al menos en
estado adulto) resultan observables a simple vista. Segun la clasificacion mas reciente,
las garrapatas pertenecen a la subclase Acari, del superorden Parasitiformes dentro del
orden Ixodida (Lindquist et al., 2009). El orden Ixodida esta formado por tres
superfamilias: Argasoidae (193 especies), Ixodoidae (702 especies) y Nuttallielloidae
(monotypico) (Evans, 1992). En México, de las garrapatas duras se registraron 52
taxones validos, desde entonces se han adicionado 23, haciendo un total de 75
especies incluidas en 5 géneros (Guzméan-Cornejo et al., 2007; Vargas et al., 2007,
Guzman-Cornejo y Robbins, 2010). En la Regién de Tierra Caliente, Michoacan se
observé la presencia de garrapata de la especie R. microplus en 93.3% de los hatos

muestreados (Cabrera, 2003).

Distribucion

La familia de los ixédidos adquiri6 adaptaciones ecolégicas y biolégicas que les
permitieron pasar a explotar hospedadores en habitat abiertos. Para estas especies la
entrada en contacto con los hospedadores es su mayor problema, pues para que se
produzca el contacto, necesita que pase un animal por el lugar concreto en el que se
encuentran; de no producirse ese paso, los parasitos mueren en un corto plazo al estar
directamente expuestos a los riesgos del ambiente. El hombre favorecié este contacto,
mediante el mantenimiento de un nimero elevado de animales en pequefios espacios.
Por lo tanto, las garrapatas que tenian como hospedadores herbivoros silvestres,

fueron beneficiadas pues los rumiantes domésticos sustituyeron con ventaja a los



silvestres originales, tanto por su nimero como por la regularidad de su permanencia
siempre en sus mismos campos. Los animales silvestres son factores intermedios que
participan en la distribucion de especies como Amblyomma v., ya que las infestaciones
ocurren por la migracion rutinaria (Norval et al., 1997).

Morfologia

Las garrapatas presentan el cuerpo en forma de saco, globoso o aplanado, esto
va a depender de que los ejemplares estén alimentados o en ayunas. El tamafo
corporal también varia (de 2 a 8 mm hasta 1 a 2 cm) segun estado fisiolégico. Perciben
temperatura, humedad, olor y vibraciones, entre otros estimulos. Estos acaros
presentan dos partes diferenciales visibles: el tronco globoso y extremidades
articuladas. La parte anterior, no es una cabeza propiamente dicha, ya que el cuerpo de
la garrapata es una sola masa; tiene un conjunto de pies mdéviles que forman el
gnathosoma y una base que mide 0.4 cm de largo por 0.9 mm de ancho; por encima de
este, se observan dos depresiones llamadas areas porosas, de las cuales sobresalen
dos ganchos denominados queliceros que ayudan a romper la piel del hospedero
(Hoskins, 1991).

Enseguida, aparecen las extremidades con seis artejos: coxa, trocanter, femdur,
tibia, pretarso y tarso. Es necesario sefialar que los adultos y las ninfas poseen
estigmas y se sitlan en el ultimo par de coxas, mientras que las larvas carecen de ellas;
ademas, presentan dimorfismo sexual, el macho es de menor tamafio que la hembra.
Cada extremidad mide en promedio, de 10 a 12 mm en las hembras y de 3 a 4 mm en

los machos. La parte posterior del acaro se denomina proposodoma (Cupp, 1991).

La garrapata de R. microplus (Canestrini) presenta espina caudal por el dorso,
gue puede observarse ventralmente. La coxa |, presenta dos espolones en forma de
triangulo; el interno es mas ancho y largo que el externo. Las coxas Il y lll, presentan

dos espolones de borde semiredondo y una escotadura, de donde se origina una



espina hacia el extremo interno. Las placas accesorias son agudas en su borde
posterior y dejan visible la espina caudal. Se puede sefalar que entre la hembra y el
macho existe diferencia en la coxa I, ya que la hembra, es casi tan larga como ancha y
los espolones son redondos. Por otra parte, la coxa IV puede poseer un pequefio

espolon o carecer de él (Cupp, 1991; Falk-Vairant et al.,1994).

Epidemiologia

La relevancia de las garrapatas reside en la diversidad de dafios que provocan
(pérdida de peso, dafio en las pieles). La garrapata es un parasito externo que se
alimenta de sangre, que ocasiona multiples dafios en los animales infestados, tales
como, anemia, pérdida de peso, disminucion de la produccién de leche, disminucién en
la ganancia de peso y problemas reproductivos (Cordero del Campillo et al, 1999),
ademas, Cabrera (2003) indica que el dafio en las pieles se estiman en 5% de su peso

total corporal.

Se considera que una garrapata puede llegar a succionar 0.5 a 2 ml de sangre
durante el periodo de infestacién en su ciclo de vida (Quiroz, 1993). Se ha calculado
que por cada animal infestado se pierde entre 25 a 60 kg de peso vivo al afio; la
mortalidad de bovinos con infestaciones mayores de 78 a 103 garrapatas durante un

periodo de 4 a 6 semanas se calcula de 0.4 a 0.6 % (Castellanos, 1993).

Los dafios a los hospedadores se traducen en una caida en el rendimiento de los
animales: a) destruccion tisular con formacion de un absceso y la inflamacién de los
tejidos en los alrededores de los puntos de fijacion. Las consecuencias de la
inflamacion dependen del lugar afectado: dolor, cojera, trastornos visuales y auditivos,
pardlisis facial y de los parpados son solo algunas citadas en bovinos. Pérdida de pelo
por rascado y la infeccion por bacterias y larvas de mosca, b) pardlisis y acciones
toxicas causadas por algunos componentes salivales, c) pérdida de sangre: cada

hembra puede expoliar hasta 2 a 4 g de sangre, lo que explica bajo indice de



hematocrito, los linfocitos y eosinofilos aumentan, los neutréfilos disminuyen y se inhibe
la sintesis proteica; anemias agudas, d) transmisiones de enfermedades: las garrapatas
actian de vectores de virus (encefalomielitis), rickettsias (anaplasmosis), bacterias
(Staphylococcus aureus), protozoos (Theileria, Babesia) y helmintos (filarias), por
mencionar algunas enfermedades (Munderloh y Timothy, 1995; Cordero del Campillo et
al., 1999).

Habitos y ecologia

Los factores ambientales que influyen en la distribucion y supervivencia de la
garrapata es el tipo de clima y microclima. Las garrapatas pueden vivir desde el nivel
del mar hasta los 2, 600 msnm y con fluctuaciones de lluvia de 400 a 2800 mm anuales.
En las zonas tropicales, con lluvias regulares, alta humedad (minimo de 60%) y clima
calido (15 y 35° C), se dan las condiciones Optimas para el desarrollo de varias
generaciones de garrapatas por afio, de modo que la plaga se hace sentir

constantemente (Davey et al., 1997).

Normalmente las larvas suben a las plantas de los pastizales para facilitar el
acceso a los hospederos, moviéndose horizontalmente hasta 8 m de su sitio original.
Este movimiento es debido a que sus 6rganos sensoriales perciben biéxido de carbono
y feromonas de los animales hospederos, hacia los cuales pueden provocar dicho
desplazamiento y ataque En regiones subtropicales, caracterizadas por temporadas de
lluvias y sequias, la intensidad de la plaga es fluctuante. Un auge de infestaciones se
presenta cada vez, después de un periodo de condiciones climéaticas adversas,
sobreviene una temporada calurosa y humeda. Es en ese momento que se produce
una explosion con invasion masiva de larvas y ninfas de garrapatas. En zonas de clima
moderado, el desarrollo de las diferentes fases se inhibe considerablemente en
invierno. Sin embargo, se dan casos de hipobiosis, (la interrupcion temporal del

desarrollo de un parasito) de modo que el ciclo evolutivo completo puede durar de uno



a dos afios con tipos de vegetacion de pastizal y arbustos densos (Hugh-Jones 1991,
Quiroz, 1993; Horak et al.,1995).

Una vez que la hembra adulta completa su ciclo, pone sus huevos en sitios
hamedos, frescos y libres de la radiacién solar, de preferencia en la parte baja de la
vegetacion predominante, con ella asegura una eclosion alta. Una vez, que emergen las
larvas, durante el dia se protegen contra la desecacion del sol, cuyo refugio es la
sombra de los pastizales o de otros vegetales, incluso debajo del suelo (Falk-Vairant et
al., 1994).

La temperatura disminuye el umbral de la postura de huevos en un rango que va
de 15°C a 37°C. La supervivencia de las hembras sin comer depende de la temperatura
y edad fisiologica. Las garrapatas adultas son mas susceptibles a las altas
temperaturas que las jovenes, ya que la cuticula en las adultas es mas permeable. Por
su parte, la temperatura modula el indice del estado de letargo y los efectos de muda
(Bittencourt, 1995).

Ciclo bioldgico R. microplus

El ciclo biolégico de la garrapata R. microplus ocurre entre el hospedero, la
vegetacion y el suelo de un sitio especifico; comprende cuatro estados bioldgicos: el de
huevo (incuba 17 a 21 dias), larva (7 a 10 dias), ninfa (5 a 6 dias) y adulto (1 a 3 dias);
de una fase a otra se lleva a cabo el proceso de ecdisis o desprendimiento del
exoesqueleto; la fase parésita, se inicia en el suelo (larva), luego trepa a las plantas
mas cercanas y mas tarde al hospedero animal; tanto en los animales como en el suelo,
la garrapata esta expuesta a cambios de temperatura y humedad ambiental (Kaufman y
Lomas, 1996).

La hembra adulta se aleja del hospedero una vez que realiza la copula y se

repleta de sangre. La hembra oviposita de 2,000 a 5,000 huevos (Guo et al.,1998). La
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incubacion de los huevos ocurre de 17 a 21 dias si son favorables las condiciones
ambientales, con una temperatura de 20.6°C y un 80% de humedad relativa (Cupp,
1991; Kaufman y Lomas, 1996). Si las condiciones le favorecen, la garrapata puede
completar su ciclo de vida en 37 dias, pero en la adversidad puede hacerlo hasta los

281 dias segun el medio que se encuentre (Cupp, 1991; Garris, 1991).

Métodos de control

La tendencia es buscar alternativas que permitan mantener el control de las
garrapatas y se basa principalmente en el uso de ixodicidas; sin embargo, su uso
irracional ha propiciado la aparicion de garrapatas resistentes a las principales familias
de ixodicidas, reportdndose poblaciones de garrapatas resistentes a organoclorados,
organofosforados, piretroides (NOM-EM-004-ZO0/1994) y amidinas (Rodriguez-Vivas
et al., 2006ab ; 2007). Acosta y Alonso (2010) mencionan los siguientes factores de
riesgo asociados a la resistencia: a) el uso rutinario e indiscriminado (mas de 6
aplicaciones por afio) del mismo producto, b) el mal uso de los mismos (mala
dosificacion 6 uso de mezclas caseras), ¢) la raza de los animales (genéticos y
biolégicos), d) la falta de mantenimiento del equipo (limpieza del bafio de inmersion, el

monitoreo del pH cuando se utilizan amidinas, etc).

Por la demanda de alimentos libres de residuos quimicos y por el cuidado del
ambiente, se sugiere la utilizacién de sistemas alternativos de control de garrapata,
entre los que se pueden contar el empleo de nematodos (Hill, 1998), vacunas (Jonsson
et al., 2000), bacterias (Hassanain et al., 1997), aceites esenciales (Prates et al., 1998)
y hongos entomopatdogenos como Beauveria bassiana (B. bassiana) y Metarhizium
anisopliae (M. anisopliae) (Lopez et al., 2009). Se tiene reportado que estos hongos
causan mortalidad en garrapatas adultas, a la vez que disminuyen su fecundidad
(Kaaya y Hassan, 2000; Benjamin et al., 2002; Da Costa et al., 2002).
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Control bioldgico

El término control biologico fue usado por primera vez por Smith en 1919, para
referirse al uso de enemigos naturales en el control de insectos plaga. Su alcance se ha
extendido con el tiempo, a tal grado que ahora se presentan problemas para definirlo
adecuadamente, en particular, porque el término implica aspectos academicos y
aplicados (Eilenberg et al., 2001). El control biolégico es una de las herramientas
importantes para la prevencion de enfermedades debidas a agentes toxicos en el medio
ambiente general o en el medio ambiente de trabajo. El control biologico es tipicamente
definido como el proceso mediante el cual se controlan plagas no nativas con especies
nativas o importadas, frecuentemente antagonistas del lugar de origen de la plaga
(Myers et al., 1994; Simberloff y Stiling, 1996). El término “control bioldgico neoclasico”
es cuando se introduce un antagonista de una especie nativa (Simberloff y Stiling,
1996).

Ventajas: El control bioldégico posee muchas ventajas, poco o ningun efecto
nocivo colateral, elimina sustancialmente el uso de insecticidas, no provoca intoxicacion
y evita plagas secundarias, del mismo modo la relacion costo beneficio es favorable
(Barrera, 2007).

Exito: El éxito en control bioldgico es dificil de medir; sin embargo, desde el punto
de vista ecoldgico, alguna clase de éxito se presenta cuando una especie introducida se

establece por si misma (Hokkanen, 1985).

Riesgo: Frecuentemente se declara que la introduccién de agentes de control
bioldgico es ambientalmente segura y sin riesgos. Sin embargo, existen evidencias que
indican que esta aseveracion no es del todo cierta. Aunque este tema no es nuevo, los
debates sobre los riesgos del control bioldgico continGan con mayor intensidad (Louda
et al., 2003).
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Actualmente se reconoce que algun grado de riesgo acompafa a los programas
de control biolégico como en cualquier otra estrategia de control. Por lo tanto, a fin de
reducir el dafo inherente a la introduccion de enemigos naturales, se deben seguir

procedimientos cientificos probados (Howarth, 1991).

Hongos entomopatégenos

Las investigaciones con hongos entomopatégenos cada dia reciben mas
atencién debido a los efectos permanentes que causan en poblaciones de insectos
plaga de importancia econémica y por el uso potencial como agente de control biolégico
en programas de manejo integrado (Samish y Rehacek, 1999). Constituyen un grupo
con mas de 750 especies que al dispersarse en el ambiente provocan infecciones
fungicas a las poblaciones de insectos (Pucheta et al., 2006), entre los géneros mas
importantes estan: Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sor., Cordyceps bassiana
(=Beauveria bassiana (Bals.) Vuill.), Erynia, Eryniopsis, Aschersonia, Akanthomyces e
Isaria fumosorosea (= P. fumosoroseus (Wise) (Monzon, 2001).

Taxonomia de los hongos entomopatégenos

Segun la clasificacion taxondmica hecha por Ainsworth (1973), la cual separa el
reino Fungi en dos divisiones Myxomycota y Eumycota, formas no plamodiales y que
son frecuentemente miceliales; por décadas la taxa considera a los entomopatégenos
en la divisibn Eumycota dentro de la subdivisiébn Deuteromycotina, Clase Ascomycetes
y orden moniliales. Su reproduccion es asexual por medio de conidias, comun en los

Deuteromycotina (Tanada y Kaya, 1993).

Caracteristicas de los hongos entomopatégenos

Los hongos poseen ciertas caracteristicas por las que se les utiliza para el

control bioldgico, entre ellas cuentan con cierto grado de especificidad (capacidad para
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detectar a individuos sanos) (Tanada y Kaya, 1993). La habilidad de penetrar al insecto
hospedero (Hogsette, 1999), puede dispersarse y si sobreviven a las nuevas
condiciones se pueden establecer en la regién en que fueron introducidos, poseen alta
especificidad, persistencia en el medio ambiente bajo condiciones adecuadas,
compatibilidad con insecticidas y con otros entomopatdgenos, inocuidad ambiental;
ademas son faciles de manipular, se pueden reproducir masivamente y algunas

formulaciones ya se venden comercialmente (France et al., 1999; Devotto et al., 2003).

La seguridad es un factor importante que se debe considerar en el desarrollo y
uso de hongos entomopatégenos para el control de plagas; en tanto, se requiere la
realizacion de pruebas con animales, para evaluar los posibles riesgos de salud en el
hombre y la fauna (domésticos y silvestres) (Zimmermann, 1993; Jevanand y Kannan,
1995; Torriello et al., 2006).

Los hongos entomopatégenos han sido aplicados por diferentes métodos
(inyeccién, inhalaciéon, aspersion, exposicion ocular, termal y alimenticia) en animales
vertebrados tales como: aves, ratas, ratones, conejos y reptiles. No se han observado
sintomas patologicos y toxicolégicos hasta la fecha, no obstante lo anterior, los
entomopatdégenos raramente han sido aislados de humanos u otros animales; sin
embargo, pocos casos de micosis en humanos y animales han sido reportados (Muir et
al., 1998; Revankar et al., 1999). Las exposiciones crénicas y la inhalacion a altas
cantidades de conidias, durante la produccidbn masiva y la aplicacion de hongos
imperfectos para el control bioldgico, puede guiar a la sensibilidad que desencadena
alergias (Ward et al., 2000).

En vista al bajo nimero de reportes de casos en humanos por infeccion de estos
hongos, en los ultimos cien afos, el riesgo es extremadamente bajo, estos mismos no
tiene peligro alguno y pueden ser seguros para el hombre, animales y/o plantas
(Torriello et al., 2006). Del mismo modo no tiene efecto maligno o adverso en insectos
benéficos (James y Lighthart, 1994).
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Existen ciertas limitaciones en su uso; dentro de los factores ambientales
algunos les son desfavorables, son sensibles a temperaturas extremas superiores 36°C
(Fargues et al., 1992; Polar et al., 2005), a la desecacion y a la luz ultravioleta
(Magalhaes y Boucias, 2004; Rangel et al.,, 2005; Fernandes et al., 2006). El
almacenamiento de las unidades infectivas requiere condiciones mucho mas exigentes,
en comparacion a moléculas inorganicas. La velocidad de accion controladora que
presentan es menor a la de los productos quimicos, ya que no matan instantaneamente

al insecto plaga (Devotto et al., 2003).

Mecanismo de accion patogénica de los hongos entomopatdégenos

La unidad infectiva de todos los hongos entomopatégenos es una espora,

usualmente un conidio, el desarrollo de micosis esté dividido en las siguientes fases:

A) Adherencia de la espora con el hospedero: el contacto de la espora con la
superficie del hospedero es por la cuticula, con uno o varios conidios, las caracteristicas
fisicas y quimicas de la superficie de la cuticula del insecto y la espora son las

responsables de esta union (Jones, 1994; Pucheta et al., 2006).

B) Germinacion de la espora: este proceso depende de las condiciones del
medio ambiente si son Optimas la temperatura y humedad (27 + 2 °C, HR 90 + 5 %) y
en menor grado las condiciones de luz y nutricionales, esta espora germina y da origen
a un tubo germinativo que penetra directamente a la cuticula o produce unas células
apresoras que la dan una caracteristica de mayor adherencia sobre el integumento del
insecto (Khachatourians, 1996; Pucheta et al., 2006).

C) Penetracion del integumento: la penetracion de la cuticula del insecto por
conidias germinadas ocurre como resultado de una combinacion entre la degradacion

enzimatica de la cuticula y la presion mecanica por el tubo germinal, donde

15



normalmente crecen en forma de levaduras llamadas cuerpos hifales o blastosporas, se
produce un tubo germinativo y un apresorio, éste se fija en la cuticula y con el tubo
germinativo o haustorio (hifa de penetracion) se da la penetracion al interior del cuerpo
del insecto, la penetracion depende de las propiedades de la cuticula, grosor,
esclerotizacion y la presencia de sustancias antifungicas y nutricionales (Vestergaard et
al., 1999; Silva et al., 2005; Pucheta et al., 2006).

D) Penetracion a través de cuerpos abiertos: los hongos pueden infectar insectos
a través de la cavidad bucal, espiraculos y otras aberturas externas de un insecto, la
humedad no es un problema en el tracto alimenticio, la espora puede germinar rapido
en este ambiente, los fluidos digestivos pueden destruir la espora o la hifa germinativa,
la digestién de estructuras fungicas puede causar la muerte por toxicidad mas que por
micosis. En condiciones secas los hongos pueden permanecer en latencia dentro del
cuerpo de su hospedero por periodos largos de tiempo y bajo condiciones Optimas de
temperatura y humedad se estimula y germina para salir al exterior y producir conidias
(Pucheta et al., 2006; Tellez-Jurado et al., 2009).

E) Replicacion en el hemocele: después de llegar al hemocele, convierten el
crecimiento micelial en una fase de levadura o sea crecimiento por gemacion, se
producen toxinas y enzimas, aunque algunos hongos aparentemente no poseen
toxinas, matan el insecto al consumir todos los nutrientes o por fisica destruccién, las
toxinas causan la muerte del insecto debido a la degeneracién de los tejidos, pérdida de
la integridad estructural de las membranas seguido de la deshidratacion de las células
por pérdida de fluido (Giménez-Peccia et al., 2002; Moraes et al., 2003). Si la
disponibilidad de agua es alta los hongos emergen al exterior a través de la cuticula y
esporulan sobre el cadaver produciendo inoculo para infectar a otros insectos; si las
condiciones no son favorables, queda dentro del cadaver del insecto, donde puede
sobrevivir por algunos meses y eventualmente producird esporas cuando las

condiciones sean favorables (Vey et al., 2002; Pucheta et al., 2006).
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F) Dispersion de las esporas: puede ser un proceso activo o pasivo y depende
de las caracteristicas de la espora y el esporangio, cada conidia puede adherirse o
pasar de un invertebrado a otro por dispersién (Robinson, 1966; Smith et al., 2000;
Pucheta et al., 2006).

Toxinas Entomopatdgenas

Los hongos entomopatdgenos en algunas de sus especies, pueden matar al
hospedero mediante la accién téxica, mas que por la invasion del mismo a través del
cuerpo del insecto, estas sustancias son metabolitos secundarios considerados como
compuestos toxicos a insectos; cuando los hongos patdégenos logran el total
reconocimiento de su hospedero, estos germinan y penetran la cuticula del insecto,
para alcanzar el homocele, sufren el ataque de las defensas por parte del hospedero,
una del tipo quimico, donde la unidad infectiva se ve deteriorada por una reaccion de
oxidacion por los compuestos fendlicos que da como resultado la formacién de una
capa melanizada alrededor de los sitios de infeccion y otra de tipo mecanico (Pucheta
et al., 2006).

El efecto de las toxinas en la hemolinfa de los insectos, es la reduccion de los
movimientos de los componentes de la misma lo que impide una rapida formacién de
granulosis y permite la multiplicacion del hongo dentro del homocele (caso tipico para
las destruxinas), la pardlisis al insecto pueden ser causadas por las citocalcinas. Los
hongos entomopatégenos (HE) poseen la capacidad de sintetizar toxinas que son
utilizadas en el ciclo de las relaciones patdgeno-hospedero; las toxinas (dextruxinas,
demetildestruxina y protodextruxina) son de suma importancia ya que se pueden
sintetizar productos quimicos de baja toxicidad y de elevada accion insecticida,
acariciada y nematicida. Es posible también seleccionar aislamientos de HE altamente
toxicogénicos que se encuentran en forma natural o bien ser mejoradas genéticamente

con relacion a ese aspecto (Ferron, 1985; Pucheta, 2006).
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Ambiente-hongos entomopatégenos

Los factores ambientales cumplen una funcién esencial en la iniciacién y
desarrollo o en la prevencion y supresion de las epizootias naturales afectando las
condiciones fisiolégicas del hospedante, su densidad y distribucion espacial y temporal.
Ellos forman un complejo de factores que interactian entre si y entre los otros
componentes del ambiente, siendo los mas estudiados la temperatura y humedad
relativa (Lecuona, 1996; Hajek, 1997; Pucheta et al., 2006).

Temperatura: la temperatura puede afectar la estabilidad de los patégenos en el
almacenamiento, durante las aplicaciones en el campo y en su ocurrencia natural en el
agroecosistema. Como los HE no poseen condiciones biologicas para defenderse de
las graves variaciones de temperatura, este factor puede ser, muchas veces, limitante
para varios microorganismos. De modo general, la baja favorable de temperatura para
los diferentes grupos de entomopatégenos varia entre 20 y 30 °C. Sin embargo, existe
una temperatura ideal para cada patdgeno y para cada fase del ciclo de las relaciones
entre este y los hospedantes. La temperatura es uno de los factores abiéticos mas
importantes para los HE, ya que puede afectar la germinacion de las esporas, el
desenvolvimiento y penetracion del tubo germinativo y la colonizacion y reproduccion.
Las exigencias térmicas de los hongos son variables en funcién de la especie, cepa 'y
fase del desarrollo. El desarrollo de la enfermedad fungica en los insectos puede ser
perjudicado por temperaturas superiores a 30°C (Lecuona, 1996; Hajek, 1997; Pucheta
et al., 2006).

Humedad relativa y precipitacion: la humedad relativa es un factor de gran
importancia, tanto para el hospedante como para el patégeno. Ella es necesaria para
las diferentes fases del ciclo de las relaciones entre ambos organismos. Asi, ella actia
sobre la germinacion, penetracion y es indispensable para la reproducciéon de los HE.

Por otro lado, mientras que la temperatura afecta la velocidad del proceso de la
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enfermedad, la falta de humedad adecuada puede perjudicar a una epizootia. En
relacion con los hongos, se ha observado que a medida que la humedad relativa
disminuye, puede aumentar la temperatura media letal para los conidios. En general
varios patégenos no toleran humedades elevadas durante la fase de almacenamiento.
La forma y el momento de liberacion de los inéculos al medio pueden jugar un papel
importante en el desarrollo de la enfermedad a campo, estando influenciados por
factores climaticos como la humedad relativa y la luz (Lecuona, 1996; Hajek, 1997;
Pucheta et al., 2006).

Radiacion solar y fotoperiodo: la sensibilidad de los patdogenos a la radiacion
ultravioleta puede variar en funcion de la especie y cepa del patébgeno. Muchos estudios
indican que los HE presentan gran sensibilidad a la radiacion solar. En lineas
generales, el fotoperiodo no constituye un factor limitante para la produccion de HE
(Lecuona, 1996; Hajek, 1997; Pucheta et al., 2006).

Agroquimicos: la susceptibilidad de los HE a los agroquimicos puede variar de
acuerdo con el grupo y cepa del patégeno, con la naturaleza quimica del producto y con
la dosis empleada. Existen sustancias que son letales para los microorganismos, otras
poseen efecto flngico o bacteriostatico y finalmente productos a dosis normales y/o

sub-letales pueden favorecer su crecimiento, reproduccion y virulencia (Lecuona, 1996).

Géneros mas importantes

Metharizium anisopliae (Metsch.) Sor

Es un hongo deuteromiceto, patégeno generalista forma conidioforos simples o
agregados, posee conidias alargadas, ovoides o cilindricas dispuestas en cadenas,
originadas de conidioforos en forma de botella; las conidias miden de 6 a 8 micras, son

verde olivo, por lo que la enfermedad de los insectos se denomina “muscardina verde”

en todo el cadaver del insecto (Figura 1). Este hongo es considerado cosmopolita, pues
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se reporta en distintos lugares del mundo (Samson, 1981). El primer trabajo de control
microbiano con Metharizium anisopliae fue realizado por Metschnikoff en 1879. El ciclo
total de la enfermedad es de 10 dias, tiempo necesario para la germinacion,
penetracion, colonizacion y esporulacion en insectos. En algunas ocasiones no se
presenta la esporulacion sobre el tegumento, solamente se ve la presencia de micelio y
se debe a condiciones inadecuadas de humedad durante el proceso de esporulacion
(Lecuona, 1996). Este hongo invade el cuerpo del artrépodo hospedero a través de la
cuticula y posteriormente se reproduce en él, favoreciendo asi la transmisién horizontal
del hongo y ademés puede tener efecto sobre la reproduccion del organismo que esta
siendo atacado (Quesada et al.,, 2004). M. anisopliae ha sido utilizado comunmente
para el control de insectos entre los que se destacan hormigas, termitas, langostas y
cucarachas entre otros, y también se ha usado para el control de &caros y garrapatas
(Souza et al.,1999; Bittencourt, 2000; Kaaya y Asan, 2000; Lopez y Orduz, 2003; Lépez
et al., 2009).

Figura 1.- Conidios y conidiéforo de Metarhizium
anisopliae (a); Conidios de la variedad anisopliae (b),
mayor (c); y de la especie M. flavoviride (d).(Tomado
de Alves, 1986)

El hongo Paecilomyces fumosoroseus, deuteromiceto, es un patégeno de amplio

intervalo de hospederos y gran distribucién geografica, que ha sido aislado del suelo y
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de insectos de diversos Ordenes como homopteros, coledpteros y colémbolos. La
patogenicidad de este hongo y su uso potencial como biocontrolador esta documentado
(Osborne y Landa, 1992; Pozo y Rodriguez, 2003, Chan et al., 2010).

Cordyceps bassiana (=Beauveria bassiana) (Bals.) Vuill

El género Cordyceps es un entomopatégeno imperfecto, sus hifas septadas
contienen las estructuras reproductivas denominadas conidioforos, sobre las cuales se
desarrollan las conidias (Tanada y Kaya, 1993). Cordyceps bassiana (=Beauveria
bassiana) ramifica su micelio para formar los conidiéforos que son simples e irregulares
las cuales terminan en vértices en formas de racimos.Este mismo hongo se caracteriza
por presentar un micelio blanco, conidiéforos sencillos, irregularmente agrupados o en
grupos verticilados, en algunas especies hinchados en la base y adelgazandose hacia
la porciébn que sostiene la conidia, la cual se presenta en forma de zig-zag (Humber,
1992). Después de que varias conidias se producen, son hialinas, redondeadas a
ovoides y unicelulares (Bustillo, 2001). B. bassiana posee conidias de globosas a
subglobosas (2-3 x 2.0-2.5 um) y las estructuras conidiéforas forman densos grupos
(Figura 2) (Samson et al., 1988). En medio de cultivo alcanza su desarrollo completo en
21 dias a 27°C. B. bassiana es parasito facultativo, el cual posee conidias que
constituyen la unidad infectiva del hongo. El proceso infectivo que lleva al insecto
atacado por el hongo a morir se cumple en tres etapas: La primera de germinacion de
esporas y penetracion de hifas al cuerpo del hospedero dura de 3 a 4 dias. La
penetracion del hongo al hospedero ocurre a través de la cuticula o por via oral.

La razén para dicha preferencia reside en su amplio rango de accién
correspondiente a cerca de 750 especies de insectos, el alto grado de conocimiento a
nivel molecular de la interaccidon hospedero-patégeno y el desarrollo del sistema de
produccion de este hongo (Feng et al., 1994; Inglis et al., 2001; Khachatourians et al.,
2002; Uribe y Khachatourians, 2007). En Brasil obtuvieron de 20 a 50% de mortalidad a
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los siete dias de la inoculacion de Beauveria bassiana en R. microplus (Campos et al.,
2010).

(an]
o
O
o

Figura 2.- Las dos especies de Beauveria que atacan
insectos. A= Beauveria bassiana. a) coniditforo;
b)fidlide; d) conidios. B= Beauveria brongniartii. d)
conidioforo; e) fidlide; f) conidios. (Tomado de Alves,
1986).

Isaria fumosorosea (= Paecilomyces fumosoroseus) (Wise)

El género Isaria presenta hifas hialinas a amarillosas, septadas y con paredes
lisas. La estructura conidiébgena es un sinema o0 monosinema que consiste de hifas
compactadas presentando ramificaciones verticiladas o irregularmente ramificadas,
llevan en su parte terminal en cada rama grupos de fialides, las cuales pueden ser
también solitarias. Las fialides constan una porcién basal cilindrica o hinchada,
adelgazandose abruptamente a menudo para formar un cuello muy notorio. Los
conidioforos llevan cadenas de conidias en racimos secos los cuales son facilmente
dispersados por el viento originando la infeccién de huéspedes sanos (Fransen, 1990).
Estas son hialinas, unicelulares y de forma ovoide (Figura 3) (Bustillo, 2001). Isaria es

un patdogeno con amplio espectro de huéspedes y ha sido aislado de insectos de
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diversas Familias de los Ordenes Lepidoptera, Diptera, Coleoptera, Neuroptera,
Hymenoptera, Hemiptera y Homoptera en diferentes partes del mundo (Humber, 1992).

Figura 3.- A= Paecilomyces fumosoroseus. a)
Conidiéforo: b-d) Conidias. B= Paecilomyces
farinosus. e) Conididforo; f-h) Conidias. C=
Paecilomyces javanicus. i) Conidiéforo; j) Conidias

Por lo anterior, una alternativa para el control de garrapatas es el uso de hongos
entomopatdgenos y la mezcla de ellos. Marchiondo et al. (2007) mencionan que debido
a estas caracteristicas, se han realizado estudios para evaluar su eficacia (respuesta
terapéutica producida por un producto en contra de un ectopardsito) y la persistencia de
la eficacia (permanencia de la actividad terapéutica de un producto medida en dias o
semanas después del dia de tratamiento para el control de garrapatas). El control
bioldgico es una buena alternativa, los hongos entomopatdgenos Beauveria bassiana,

Paecilomyces fumosoroseus y Metarhizium anisopliae han sido los mas utilizados.

Sin embargo, existen pocos estudios sobre el control de garrapatas, aunque se

sabe que 17 especies de hongos fueron probados en ellas (Samish y Rehacek, 1999).
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la eficacia de los hongos entomopatdégenos en el control biolégico de

garrapatas Rhipicephalus (Boophilus) microplus en Michoacan.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Comparar, in vitro, los porcentajes de eclosién de huevos de garrapatas R.
microplus infectados con diferentes combinaciones de hongos de Metarhizium

anisopliae, Beauveria bassiana y Paecilomyces fumosoroseus.

2. Comparar, in vitro, los porcentajes de mortalidad de garrapatas (R. microplus)
infectadas con diferentes combinaciones de Metarhizium anisopliae,

Beauveria bassiana y Paecilomyces fumosoroseus.

3. Evaluar, in vivo, la eficacia de Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sor. en el
control biolégico de garrapatas Rhipicephalus (Boophilus) microplus en

ganado bovino de tres municipios de Michoacan.
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HIPOTESIS

Las cepas de Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana y Paecilomyces
fumosoroseus controlan las poblaciones de huevos y adultos de garrapatas
(R. microplus y A. cajennense) in vitro.

Las cepas de Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana y Paecilomyces
fumosoroseus controlan las poblaciones de garrapatas (R. microplus) in vitro
en Michoacan.

. Al menos una especie de hongo entomopatégeno controla las poblaciones de
garrapatas por arriba del 90% de efectividad.
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RESUMEN

Se evaluo la eficacia de cepas de M. anisopliae, B. bassiana y P. fumosoroseus para el
control de garrapatas R. microplus y A. cajennense. Se formaron grupos de 5
garrapatas adultas sometidas a Ma34, Mal1l98, Mal81, Mal4, Bb174 y Bb249 y grupos
de 20 huevos de R. microplus con 4 repeticiones tratados con las cepas individualmente
y sus mezclas (Mal98, Bb249, Pfrl3, Bb249+Mal198, Pfr13+Mal98, Bb249+Pfrl3 y
Bb249+Mal198+Pfr1l3). Los resultados indican que los grupos de garrapatas adultas
tratados con los seis tipos de cepas demuestran a Mal198 con un 80% de efectividad en
A. cajennense Yy 100% en R. microplus. Los huevos de R. microplus sometidos a
tratamientos mostraron  diferencias  significativas (P<0.05) donde Mal98,
Bb249+Mal198, Pfr13+Mal98 y Bb249+Pfr13+Mal98 mostraron una efectividad del 95

al 100%. Estos resultados demuestran que Mal98 se puede emplear como alternativa
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para control biolégico en adultos de R. microplus y A. cajennense y en huevos de R.

microplus.

Palabras clave: Control biolégico, garrapatas, hongos entomopatégenos

EVALUATION OF EFFICACY OF Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana AND
Paecilomyces fumosoroseus IN EGGS AND ADULTS OF TICKS (R. microplus AND
A. cajennense)

ABSTRACT

We evaluated the efficacy of strains of M. anisopliae, B. bassiana and P. fumosoroseus
for controlling ticks R. microplus and A. cajennense. Five groups were formed under
adult ticks Ma34, Mal198, Mal81, Mal4, BB174 and Bb249 and groups of 20 eggs of R.
microplus treated with 4 replications strains alone and mixtures thereof (Mal98, Bb249,
Bb249 + Mal98, Mal98 + Pfr13, Bb249 + Pfr13 and Bb249 + Mal98+ Pfrl13). The
results indicate that adult ticks groups treated with six different strains of Mal98 have
80% efficiency on A. cajennense and 100% on R. microplus. The eggs of R. microplus
undergoing treatments showed significant differences (P <0.05) where Mal98, Bb249
+Mal98, Pfr1l3 + Mal198 and Bb249+ Pfr13 +Mal98 with an efficacy of 95-100%. These
results demonstrate that Ma198 alternatively can be used for biological control on adult

of R. microplus and A. cajennense and eggs of R. microplus.

Keywords: Biological control, ticks, entomopathogenic fungi

INTRODUCCION
La garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus (R. microplus) y Amblyomma
cajennense (A. cajennense) son ectoparasitos que producen pérdidas en la ganaderia

bovina de las regiones tropicales y subtropicales, donde estos climas son favorables
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para la supervivencia de las garrapatas (Jonsson, 1997). El impacto econdmico se debe
al dafo a las pieles por accion de las picaduras, pérdida de sangre, efectos toxicos,
reduccion en la produccion de leche y carne, en la produccién de becerros y el
incremento en los costos de control; ademas de los agentes etiolégicos que transmiten
como: virus, bacterias, rickettsias y protozoos (Ojeda-Chi et al., 2011). El control de
garrapata se basa principalmente en el uso de ixodicidas; sin embargo, su uso irracional
ha propiciado la aparicion de garrapatas resistentes a las principales familias de
ixodicidas (Rodriguez-Vivas et al., 2006; 2007). Por la demanda de alimentos libres de
residuos quimicos y por el cuidado del ambiente, se sugiere la utilizacion de sistemas
alternativos de control entre los que se pueden contar el empleo de nematodos (Hill,
1998), vacunas (Jonsson et al., 2000), bacterias (Hassanain et al., 1997), aceites
esenciales (Prates et al., 1998) y hongos entomopatégenos como Beauveria bassiana
(B. bassiana) y Metarhizium anisopliae (M. anisopliae) (Lépez et al., 2009). Se tiene
reportado que estos hongos causan mortalidad en garrapatas adultas, a la vez que
disminuyen su fecundidad (Kaaya y Hassan, 2000; Benjamin et al., 2002; Da Costa et
al., 2002). En Colombia utilizaron M. anisopliae en R. microplus en laboratorio y campo,
reportando 90-96% en disminucidén reproductiva de ovoposicién y en campo un 75% de
reduccion en la infestacion de reses en campo (Lépez et al., 2009). En Chile, Broglio et
al. (2012) utilizaron M. anisopliae (mortalidad 92 a 100%) y B. bassiana (44 a 100%) en
teleoginas de R. microplus. La patogenicidad de Paecylomices fumosoroseus (P.
fumosoroseus) y su uso potencial como biocontrolador esta documentado (Osborne y
Landa, 1992; Pozo y Rodriguez, 2003, Chan et al., 2010). En México la cepa Ma34 de
M. anisopliae ha demostrado ser eficaz para el control de fases adultas de R. microplus
en condiciones de laboratorio (100% de eficacia, Ojeda-Chi et al., 2010) y de campo
sobre bovinos (40-90% de eficacia Alonso-Diaz et al., 2007). La cepa Mal4 y la mezcla
de Mal4+Ma34 han demostrado tener mejor eficacia en condiciones in vitro e in vivo
(larvas en pasto) (Ojeda-Chi et al., 2010); debido a que Bb, Ma y Pfr han tenido
efectividad sobre varios insectos y garrapatas, se espera Optima virulencia, sin
embargo, no han sido probadas otras cepas y la combinacion de ellas. Por tal motivo el

objetivo del presente estudio es evaluar la eficacia de las cepas Ma34, Mal198, Mal81,
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Mal4 de M. anisopliae, Bb174 y Bb249 de B. bassiana para el control de R. microplus y
A. cajennense sobre fase adulta y la eficiencia de Pfr13 de P. fumosoroseus, Mal98,
Bb249, Bb249+Mal198, Pfr13+Mal98, Bb249+Pfrl3 y Bb249+Mal98+Pfr13 en huevos

de R. microplus en condiciones in vitro.
MATERIALES Y METODOS

El avance del estudio se realizo en el Laboratorio de Control Biologico No. 1 de
Patologia de Insectos y Acaros de la DES (Dependencia de Educacion Superior)
Ciencias Agropecuarias, de la Universidad de Colima, ubicado en el km 40 de la
carretera Colima-Manzanillo en Tecoman, Colima, Meéxico. Los hongos
entomopatdégenos que se utilizaron en esta investigacion estan depositados en la
Coleccion de Hongos Entomopatdgenos de la DES Ciencias Agropecuarias. Los
hongos fueron cultivados en agar dextrosa Sabouraud (SDA) (Moorhouse et al., 1993)
con 500 ppm de cloranfenicol (Sneh, 1991), incubados en 25C y 70% HR por 3
semanas Y los conidios fueron extraidos para obtener una concentracién de 1x10°
conidias/ml, la cual se diluyo en 0.1% de Tween 80 y se agitaron durante 3 min. Para la
realizacion del bioensayo se obtuvieron garrapatas adultas procedentes del estado de
Colima, México. Se transportaron al laboratorio, se desinfectaron por inmersion en
hipoclorito de sodio al 0.1% durante 10 segundos, seguidos por tres lavados con agua
destilada estéril (Kaaya y Hassan, 2000). Se formaron grupos de 5 garrapatas en cada
caja de Petri, 30 de R. microplus y 30 de A. cajennense que fueron inoculadas mediante
la técnica de inmersion utilizada por Kaaya et al., (1996) con 6 cepas diferentes,
inoculadas a la concentracién de 1x10® conidias/ml durante 5 seg. colocadas en cajas
de Petri con doble capa de papel filtro himedo; los huevos de R. microplus se formaron
en grupos de 20 en cada caja de Petri con 4 repeticiones asperjados con 8 tratamientos
de cepas a la concentracién de 1x10® conidias/ml, el grupo testigo asperjado con agua y
Tween 80; después de la inoculacion se dejaron en incubaciéon a 25°C y cada 5 dias se
registr6 el nimero de garrapatas y huevos muertos por micosis. La micosis fue

considerada cuando el cuerpo de la garrapata y el huevo se les observaron estructuras
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fungicas caracteristicas de la cepa inoculada. Los resultados previos hasta aqui
obtenidos se trataron con estadistica descriptiva para los adultos, el andlisis de varianza
y prueba de comparacion de medias (P<0.05) para los huevos de R. microplus
utilizando paquete estadistico SAS (SAS, 1991) y asi conocer los porcentajes de

efectividad con cada tratamiento.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados sugieren que la cepa Mal98 fue la mas eficaz con un 80% en A.
cajennense y un 100% en R. microplus, seguido por un 60% de eficacia con las cepas

Mal81 y Bb249 en A. cajennense en adultos.
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Figura 1.- Porcentajes de efectividad virulenta en
garrapatas adultas con los géneros A. cajennense y
R. microplus, con las diferentes cepas Ma34, Ma198,
Bb174, Bb249, Mal82 y Mal4.
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Figura 2.- Porcentajes de efectividad virulenta en huevos
de R. microplus con Mal98, Bb249, Pfrl3,
Bb249+Mal98, Mal98+Pfri3, Pfr13+Bb249,
Mal98+Pfr13+Bb249 y el testigo de agua con tween 80.
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La cepa Mal98 fue la mas efectiva mostrando 100% de virulencia en R. microplus, 80%
A. cajennense en adultos y 95% en huevos de R. microplus; los huevos de R. microplus
sometidos a tratamientos mostraron diferencias significativas (P<0.05) donde Ma198,
Bb249+Mal98, Pfr13+Mal98 y Bb249+Pfr13+Mal98 con efectividad de 95 a 100%.
Estos resultados son similares a los reportados en Brasil (>50%) en ninfas de A.
cajennense con M. anisopliae y B. bassiana (Lopes et al., 2007); Kaaya et al., 2011 con
>70% de reduccion en garrapatas adultas de R. e. evertsi y R. decoloratus. En
Veracruz, México (40 a 91%) en infestaciones naturales, para el control de R. microplus
(Castro et al., 1997; Polar et al., 2005; Alonso-Diaz et al., 2007) con M. anisopliae. Por
otra parte, Ojeda-Chi et al. (2011) evaluaron el efecto de la mezcla de M. anisopliae
(Mal4+Ma34) en condiciones de laboratorio sobre larvas de R. microplus encontrando
90% de eficacia; por el contrario, en el presente trabajo se observé 0% de Ma34 tanto
en A. cajennense como en R. microplus y con Mal4 un 0% en A. cajennense y 40% en
R. microplus en garrapatas adultas. En huevos de R. microplus, las mezclas de
Bb249+Mal98, Mal98+Pfr13 y Bb249+Pfr13+Mal98 resultaron efectivas. En ciertas
condiciones la patogenicidad de M. anisopliae, B. bassiana y P. fumosoroseus esta
influenciada por factores macroclimaticos (temperatura, humedad y radiacién solar)
como microclimaticos (temperatura de la piel, quimica de las secreciones de la piel
microflora) los cuales influyen en el nivel de infeccion de los hongos entomopatégenos
(germinacion y penetracion) (Fernandes et al., 2012). Estos resultados demuestran que
el tratamiento con Mal198 es eficaz para el control de garrapatas adultas y huevos de R.
microplus, asi como de garrapatas adultas de A. cajennense. La mezcla Mal198+Pfr13
con 100% de efectividad, seguidos de Mal98+Bb249+Pfrl3 con 98.7% vy
Mal98+Bb249 con 97.5% de efectividad en huevos de R. microplus.

CONCLUSIONES

La cepa de M. anisopliae 198 resultd mas efectiva para el control biol6gico de
garrapatas adultas de A. cajennense y R. microplus, asi como de huevos de R.

microplus. Se observé que las combinaciones de M. anisopliae con B. bassiana, M.
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anisopliae con P. fumosoroseus y la combinacibn de estos tres hongos
entomopatdégenos, también son viables para el control de garrapata, sin embargo, es
necesario realizar mas estudios probando las cepas con diferentes estadios de

garrapata enfocados a mejorar la virulencia de los hongos entomopatégenos.
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RESUMEN

La garrapata Rhipicephalus Boophilus microplus (R. microplus) es un ectoparasito que
afecta al ganado bovino, transmitiéndole enfermedades y ocasiondndole una
disminucién en la produccién de carne y leche. Una alternativa de control biol6gico son
los hongos entomopatogenos. El objetivo fue evaluar la eficacia de las cepas Mal98 de
M. anisopliae, Bb249 de B. bassiana y Pfr13 de P. fumosoroseus y sus combinaciones
Bb249+Mal98, Pfr13+Mal98, Bb249+Pfr13 y Bb249+Mal98+Pfrl3 para el control de
R. microplus adultos nativos del estado de Michoacan en condiciones in vitro. Las
garrapatas de R. microplus se formaron en grupos de 20 en cada caja de Petri con 4
repeticiones que fueron inoculadas mediante la técnica de inmersién durante 5 seg con
8 tratamientos de cepas a la concentracién de 1x10® conidias/ml, el grupo testigo
asperjado con agua y Tween 80; después de la inoculacion se dejaron en incubacion a
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25°C. La cepa Mal98 fue la mas virulenta con 97.5%, seguido por 93.7% de virulencia

con las cepas Pfr13 y Ma198+Bb249+Pfr13 en R. microplus en adultos.

Palabras clave: Control biologico, garrapata, hongos entomopatégenos

In vitro EVALUATION OF THE EFFECTIVENESS OF Metarhizium anisopliae AND
Beauveria bassiana AND Paecilomyces fumosoroseus IN TICKS (R. microplus) IN
MICHOACAN

ABSTRACT

The tick Rhipicephalus Boophilus microplus (R. microplus) is an ectoparasite affecting
cattle, transmitting diseases and causing a decrease in the production of meat and milk.
Alternative biological controls are entomopathogenic fungi. The objective was to
evaluate the effectiveness of the Mal198 strains of M. anisopliae, BB249 of B. bassiana
and Pfrl3 P. fumosoroseus and their combinations Bb249+Mal98, Pfr13+Mal98,
Bb249+Pfr13 and Bb249+Mal198+Pfr13 for the control of R. microplus adult natives of
the state of Michoacan in in vitro conditions. The ticks of R. microplus formed in groups
of 20 in each Petri dish with 4 replications that were inoculated using the immersion
technique during 5 sec with 8 treatments of strains to the concentration of 1x10°
conidia/ml, the group witness sprinkled with water and Tween 80; After inoculation were
left in incubation at 25 °C. Mal198 was the most virulent with a 97.5 %, followed by a
93.7 % virulence strains with the Pfrl3 and Mal98+Bb249+Pfr13 in R. microplus in

adults.

Keywords: Biological control, ticks, entomopathogenic fungi
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La garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus (R. microplus) se considera el
principal ectoparasito que afecta el ganado bovino en las zonas tropicales (Rodriguez-
Vivas et al., 1998). Por su importancia econémica y sanitaria R. microplus ha sido la
principal especie controlada en las campafias realizadas en México desde 1975 (Solis,
1991). El control de garrapata se basa principalmente en el uso de ixodicidas; sin
embargo, su uso irracional ha propiciado la aparicion de garrapatas resistentes a las
principales familias de ixodicidas (Rodriguez-Vivas et al., 2006; 2007). Por la demanda
de alimentos libres de residuos quimicos y por el cuidado del ambiente, se sugiere la
utilizacion de sistemas alternativos de control biologico entre los que se pueden contar
el empleo de hongos entomopatégenos como Beauveria bassiana (B. bassiana) y
Metarhizium anisopliae (M. anisopliae) (Lépez et al., 2009). Se tiene reportado que
estos hongos causan mortalidad en garrapatas adultas, a la vez que disminuyen su
fecundidad (Kaaya y Hassan, 2000; Benjamin et al., 2002; Da Costa et al., 2002). En
Colombia utilizaron M. anisopliae en R. microplus en laboratorio y campo, reportando
90-96% en disminucion reproductiva de ovoposicion y en campo un 75% de reduccion
en la infestacion de reses en campo (Lépez et al., 2009). En Chile, Broglio et al. (2012)
utilizaron M. anisopliae (mortalidad 92 a 100%) y B. bassiana (44 a 100%) en teleoginas
de R. microplus. La patogenicidad de Paecylomices fumosoroseus (P. fumosoroseus) y
su uso potencial como biocontrolador esta documentado (Osborne y Landa, 1992; Pozo
y Rodriguez, 2003, Chan et al., 2010). En México la cepa Ma34 de M. anisopliae ha
demostrado ser eficaz para el control biol6gico de fases adultas de R. microplus en
condiciones de laboratorio (100% de eficacia, Ojeda-Chi et al., 2010) y de campo sobre
bovinos (40 a 90% de eficacia Alonso-Diaz et al., 2007). La cepa Mal4 y la mezcla de
Mal4+Ma34 han demostrado tener mejor eficacia en condiciones in vitro e in vivo
(larvas en pasto) (Ojeda-Chi et al., 2010); debido a que B. bassiana, M. anisopliae y P.
fumosoroseus han tenido efectividad sobre varios insectos y garrapatas, se espera
Optima virulencia, sin embargo, no han sido probadas otras cepas y la combinacion de
ellas. El objetivo fue evaluar la eficacia de las cepas Mal98 de M. anisopliae, Bb249 de
B. bassiana y Pfrl3 de P. fumosoroseus y sus combinaciones Bb249+Mal98,
Pfr13+Mal98, Bb249+Pfrl3 y Bb249+Mal98+Pfrl13 para el control de R. microplus en

condiciones in vitro.
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MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizd en el Laboratorio de la Facultad de Agrobiologia “Presidente
Juarez’ de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo en Uruapan,
Michoacan. Los hongos entomopatdégenos que se utilizaron en esta investigacion estan
depositados en la Coleccion de Hongos Entomopatogenos de la Universidad de Colima.
Los hongos fueron cultivados en agar dextrosa Sabouraud (SDA) (Moorhouse et al.,
1993) con 500 ppm de cloranfenicol (Sneh, 1991), incubados en 25°C y 70% HR por 3
semanas Y los conidios fueron extraidos para obtener una concentracién de 1x10°
conidias/ml, la cual se diluyo en 0.1% de Tween 80 y se agitaron durante 3 min. Para la
realizacion del bioensayo se obtuvieron garrapatas adultas procedentes del estado de
Michoacan, México. Se transportaron al laboratorio, se desinfectaron por inmersién en
hipoclorito de sodio al 0.1% durante 10 segundos, seguidos por tres lavados con agua
destilada estéril (Kaaya y Hassan, 2000). Las garrapatas de R. microplus se
distribuyeron aleatoriamente en grupos de 20, en cada caja de Petri con 4 repeticiones,
las cuales fueron inoculadas mediante la técnica de inmersion durante 5 seg utilizada
por Kaaya et al., (1996) con 8 tratamientos de cepas a la concentracién de 1x10®
conidias/ml, el grupo testigo asperjado con agua y Tween 80; después de la inoculacién
se dejaron en incubacién a 25°C y cada 5 dias se registré el nUmero de garrapatas
muertas por micosis. La micosis fue considerada cuando al cuerpo de la garrapata se le
observaron estructuras flngicas caracteristicas de la cepa inoculada. Los resultados se
sometieron a analisis estadistico con comparacion de medias (P<0.05), prueba de
Kruskal-Wallis, utilizando paquete estadistico Statistica (Statistica, 2006); y asi conocer

los porcentajes de efectividad con cada tratamiento.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados sugieren que la cepa Mal98 fue la més virulenta con 97.5%,
seguido por 93.7% de virulencia con las cepas Pfrl3 y Mal98+Bb249+Pfr13 en R.
microplus en adultos, los diferentes tratamientos mostraron diferencias significativas
(P<0.05) donde Mal198, Pfr13 y Mal198+Bb249+Pfr13 con efectividad de 93.7 a 97.5%.
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Figura 3.- Porcentajes de efectividad virulenta en garrapata
adulta de R. microplus del estado de Michoacan con Ma198,
Bb249, Pfrl3, Bb249+Mal98, Mal98+Pfrl3, Pfr13+Bb249,
Mal98+Pfr13+Bb249 y el testigo de agua con tween 80.

Estos resultados son similares a los reportados en Brasil (>50%) en ninfas con M.
anisopliae y B. bassiana (Lopes et al.,2007); Kaaya et al., 2011 con >70% de reduccion
en garrapatas adultas de R. e. evertsi y R. decoloratus. En Veracruz, México (40-91%)
en infestaciones naturales, para el control de R. microplus (Castro et al., 1997; Polar et
al., 2005; Alonso-Diaz et al., 2007) con M. anisopliae. Por otra parte, Ojeda-Chi et al.,
(2011) evaluaron el efecto de la mezcla de M. anisopliae (Mal4+Ma34) en condiciones
de laboratorio sobre larvas de R. microplus encontrando 90% de eficacia. En ciertas
condiciones la patogenicidad de M. anisopliae, B. bassiana y P. fumosoroseus esta
influenciada por factores macroclimaticos (humedad, temperatura y radiacién solar)
como microclimaticos (temperatura de la piel, quimica de las secreciones de la piel
microflora) los cuales influyen en el nivel de infeccién de los hongos entomopatégenos

(germinacién y penetracion) (Fernandes et al., 2012).
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CONCLUSIONES

Estos resultados demuestran que el tratamiento con la cepa Mal98 es eficaz con
97.5%, seguido de Mal98+Bb249+Pfr13 y Pfrl3 con 93.7% de efectividad para el

control de garrapatas adultas de R. microplus.
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EVALUACION DE LA EFICACIA DE Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sor. EN
GARRAPATAS Rhipicephalus (Boophilus) microplus EN GANADO BOVINO DE
TRES MUNICIPIOS DE MICHOACAN
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RESUMEN

La garrapata Rhipicephalus microplus (Canestrini) produce el mayor problema global de
ectoparasitos en la ganaderia bovina de las regiones tropicales y subtropicales. Se
evaluo la eficacia de la cepa de Metarhizium anisopliae Metsch. Sor. (Mal198) en el
control de garrapatas adultas (R. microplus) en ganado bovino de razas Cebd,
Brahman, Criollo y Suizo. El tratamiento se aplicé en 7 hatos de ganado infestados de
modo natural con garrapatas, en los municipios de Querendaro, Indaparapeo y Tzitzio
del estado de Michoacén. Los animales fueron tratados por bafios de aspersion con
Mal198 a una concentracién de 1x10° conidias/ml cada 15 dias, por 6 veces realizando
conteo de garrapatas en 2 hatos, con 12 bovinos cada uno. Los resultados in vivo
demostraron una disminucion en la poblacion de garrapatas. El promedio inicial general
de los tres municipios fue de 106.33 garrapatas por animal y finaliza con un promedio

general de 7.95 garrapatas por animal después de las seis aplicaciones.
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microplus

EFFECTIVENESS OF Metarhizium anisopliae ON TICKS Rhipicephalus microplus
FROM INDAPARAPEO AND TZITZIO, MICHOACAN

ABSTRACT

The tick Rhipicephalus microplus (Canestrini) produces the largest global problem of
ectoparasites in the cattle of the tropical and subtropical regions. Evaluated the
effectiveness of the strain of Metarhizium anisopliae Metsch. Sor. (Ma198) in the control
of adult tick (R. microplus) in breeds of beef cattle cebu, brahman, creole and swiss. The
treatment was applied in 7 cattle herds naturally infected with ticks in the localities of
Querendaro, Indaparapeo and Tzitzio the state of Michoacan. The animals were treated
by baths of spraying with Ma198 to a concentration of 1x10® conidia/ml every 15 days by
6 times doing tick count in 2 herds with 12 cattle each one. The results in vivo showed a
decrease in the tick population. The initial average general of the three municipalities
was of 106.33 garrapatas by animal and finalises with a general average of 7.95

garrapatas by animal after the six applications.
Key Words: biological control, Metarhizium anisopliae, Rhipicephalus microplus

INTRODUCCION
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El control de garrapata se basa principalmente en el uso de ixodicidas; sin
embargo, su uso irracional ha propiciado la aparicion de garrapatas resistentes a
las principales familias de ixodicidas (Rodriguez-Vivas et al., 2006, 2007). Por la
demanda de alimentos libres de residuos quimicos y por el cuidado del ambiente,
se sugiere la utilizacion de sistemas alternativos de control entre los que se
pueden contar el empleo de nematodos (Hill, 1998), vacunas (Jonsson et al.,
2000), bacterias (Hassanain et al., 1997), aceites esenciales (Prates et al., 1998) y
hongos entomopatégenos como Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. y Metarhizium
anisopliae (Metsch.) Sor. (Lopez et al., 2009). Se tiene reportado que estos
hongos causan mortalidad en garrapatas adultas, a la vez que disminuyen su
fecundidad (Kaaya y Hassan, 2000; Benjamin et al., 2002; Da Costa et al., 2002).
En Colombia utilizaron M. anisopliae en Rhipicephalus microplus (Canestrini) en
laboratorio y campo, reportando de 90 a 96% en disminucion reproductiva de
ovoposicion y en campo un 75% de reduccion en la infestacion de reses en campo
(Lépez et al., 2009). En Chile, Broglio-Micheletti et al. (2012) utilizaron M.
anisopliae (mortalidad de 92 a 100%) y B. bassiana (de 44 a 100%) en teleoginas
de R. microplus. La patogenicidad de Paecilomyces fumosoroseus y sSu uso
potencial como biocontrolador estd documentado (Osborne y Landa, 1992; Pozo y
Rodriguez, 2003; Chan et al., 2010). En México la cepa Ma34 de M. anisopliae ha
demostrado ser eficaz para el control de fases adultas de R. microplus en
condiciones de campo sobre bovinos (40-90% de eficacia, Alonso-Diaz et al.,
2007). La cepa Mal4 y la mezcla de Mal4+Ma34 han demostrado tener mejor
eficacia en condiciones in vitro e in vivo (larvas en pasto) (Ojeda-Chi et al., 2010).
Por tal motivo, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de la aspersiéon
de la cepa Mal98 de M. anisopliae sobre la garrapata R. microplus del ganado

bovino, en condiciones de pastoreo.

MATERIALES Y METODO

Area-unidades de estudio. El estudio se realizé en 7 hatos con bovinos de doble

propésito con animales de todas las edades en cada hato, “El Capire”, “El
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Naranjo”, “El Capulin”, “Cuicateo” pertenecientes a la tenencia de Tafetan,
municipio de Tzitzio, con una temperatura promedio de 30°C (19°35°50” N y
100°55°21" W); “La Arpita” perteneciente al municipio de Indaparapeo, con una
temperatura promedio de 24°C (19°47°38"" N y 100°58°20"" W); “Los Puchotes” y
“‘Rincon de Zetina” pertenecientes al municipio de Queréndaro, con temperatura
media de 23°C (19°80°87"" N y 100°88°42""), el periodo de muestreo comprendio
de octubre de 2013 a mayo de 2014. Las razas de bovinos que se utilizaron
fueron: Suizo, Brahman, Cebu y Criollo. El criterio de seleccion para determinar las
unidades que fueron sometidas a tratamiento fue que tuvieran en su cuerpo
evidente estado de infestacion de garrapatas. Los materiales para la aplicacion de
los bafios fueron: hielera, bolsas de gel congeladas, contador, cepa Mal98 de
Metarhizium anisopliae, camara fotografica, hojas de registros, tiras reactivas de

pH, tween 80, agua, cubre bocas, guantes, mochilas de aspersién y lazos.

Cepa M. anisopliae y condiciones de cultivo. Los hongos entomopatdgenos que se

utilizaron en esta investigacion estan depositados en la Coleccion de Hongos
Entomopatégenos de la DES Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Colima.
Los hongos fueron cultivados en agar dextrosa (SDA) Sabouraud (Moorhouse et
al., 1993) con 500 ppm de cloranfenicol (Sneh, 1991), incubados en 25°C y 70%
HR por 3 semanas y los conidios fueron extraidos para obtener una concentracion
de 1x10® conidios/ml, la cual se diluyé en 0.1% de Tween 80 y se agitaron durante
3 min. La cuantificaciéon de conidios de esta suspension se realiz6 en una camara
de Neubauer (Lezama y Munguia, 1990). El aislado se reprodujo en grano entero

de arroz (Alvesy Pereira, 1989; Lezama et al., 1997).

Aplicacién de M. anisopliae. La cepa Mal98 a una concentracién de 1x10%

conidias/ml, se trasladaba a la zona de trabajo en hielera con bolsas de gel
congelantes, para después ser diluida la cepa con Tween 80 como adherente y
agua (la cual ya se habia medido con tiras reactivas de pH), se roci6 a los
animales con las mochilas aspersoras y el personal de aplicacién estuvo protegido
con cubrebocas y ropa de apta; el bafio se realizé siempre a favor del viento, en

contra de la direccion del pelo y después de las cinco de la tarde; el ganado
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estuvo retenido por lazos y posterior se dejaron los animales libremente en el
campo. Se evaluaron los animales contando el nUmero de garrapatas que tienen
en el cuerpo, realizando este conteo de todo el lado izquierdo en un plano medial
con ayuda de un contador multiplicando por dos, tomando registros cada 15 dias
(Spickett et al., 1995; Polar et al., 2005). Los resultados del conteo de garrapatas
se sometieron a analisis de regresion con el paquete estadistico Statistica
(Statistica, 2006) para observar la tendencia del niumero de garrapatas en el

cuerpo de los animales.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados sugieren que la cepa Mal98 es capaz de reducir las
poblaciones de R. microplus, en condiciones de pastoreo, en todos los hatos se
observo que hubo reduccion de garrapatas, en algunos hatos fue mas notorio en

comparacion de otros.

Al inicio del experimento, al grupo de animales a los que se le aplico M.
anisopliae 198 en la localidad de La Arpita municipio de Indaparapeo tuvieron en
promedio 143.33 garrapatas por animal, a los 15 dias después de la primera
aplicacion del tratamiento se redujo, en los animales tratados a 126.5 garrapatas
por animal. A los siguientes 15 dias aumenté a 137.25 y después de la tercera
aplicacion se observé la mayor disminucién a 42.16 en todas las aplicaciones,
para terminar después de la sexta aplicacion con 12 garrapatas promedio por

animal (Figura 1).
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Figura 1.- Representacion del conteo de garrapatas
durante 6 periodos cada 15 dias en el ejido de la Arpita
municipio de Indaparapeo, Michoacéan.

En la localidad El Capire perteneciente Tzitzio tuvieron en promedio 61
garrapatas por animal al inicio, a los 15 dias después de la primera aplicacién en
los animales tratados se redujo a 41.66, para terminar después de la sexta

aplicacion a 2 garrapatas promedio por animal (Figura 2).
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Figura 2.- Representacion del conteo de garrapatas
durante 6 periodos cada 15 dias en el ejido el Capire

tenencia TafetAn municipio de Tzitzio, Michoacan.
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En la localidad El Capulin perteneciente a Tzitzio el promedio fue de 51.08
garrapatas por animal, al iniciar el tratamiento, a los 15 dias después de la primera
aplicacion del tratamiento, se redujo la poblacion a 35.33 garrapatas por animal. A
los siguientes 15 dias disminuyé a 6.25, para terminar después de la sexta
aplicacion con 0.41 garrapatas promedio por animal; este fue el hato que resulté

con el promedio menor final de entre todos los hatos (Figura 3).
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Figura 3.- Representacién del conteo de garrapatas durante
6 periodos cada 15 dias en el gjido “ ElI Capulin” tenencia

Tafetan municipio de Tzitzio, Michoacan.

En la localidad de Cuicateo perteneciente al municipio de Tzitzio, inicié con
un promedio general de 201.7 garrapatas por animal, este hato tuvo su mejor
respuesta después de la tercera aplicacion descendié a 40.91 y finaliz6 con un
promedio de 18.83 garrapatas promedio por animal, después de las seis

aplicaciones (Figura 4).
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Figura 4.- Representacion del conteo de garrapatas durante
6 periodos cada 15 dias en el ejido de Cuicateo en el
municipio de Tzitio, Michoacan.

En la localidad de el Rincén de Zetina perteneciente al municipio de
Queréndaro inicié con un promedio general de 32.16 garrapatas, después de la
primera aplicacion descendié a 23.91 garrapatas y después de su segunda
aplicacion a 5.66 garrapatas por animal, dando como resultado final el promedio

de 1.58 garrapatas después de la sexta aplicacion (Figura 5).
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Figura 5.- Representacion del conteo de garrapatas
durante 6 periodos cada 15 dias en el ejido de Rincén de

Zetina municipio de Querendaro, Michoacan.
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La localidad de EIl Naranjo perteneciente al municipio de Tzitzio inici6 con
un promedio general de 45.66 garrapatas por animal, después de su primer
tratamiento esta cifra disminuy6 a 35.66 garrapatas, este descenso fue el mayor
de todas las aplicaciones con 10 garrapatas promedio, después de la segunda
aplicacion se incrementd a 37.41 garrapatas, este hato se caracterizd por ser el

que quedd con mayor numero de garrapatas promedio con 21 (Figura 6).
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Figura 6.- Representacion del conteo de garrapatas
durante 6 periodos cada 15 dias en el ejido de El

Naranjo municipio de Tzitzio, Michoacan.

En la localidad Los Puchotes perteneciente al municipio de Queréndaro los
animales tuvieron en promedio 146.16 garrapatas al inicio del exerimento, a los 15
dias después de la primera aplicacion del tratamiento, diminuyé la poblacion de
garrapata en los animales tratados a 100.41 por animal. A los siguientes 15 dias
disminuy6 a 35; terminando después de la sexta aplicaciébn con 0.5 garrapatas

promedio por animal (Figura 7).
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Figura 7.- Representacion del conteo de garrapatas
durante 6 periodos cada 15 dias en el ejido de Los
Puchotes municipio de Queréndaro, Michoacan.

Las localidades de Los Puchotes y EI Capulin concluyeron con los
promedios de garrapatas minimos con 0.41 y 0.5 garrapatas respectivamente.
Cuicateo y El Naranjo fueron las localidades que terminaron con el promedio de

garrapata mas aumentados con 18.83 y 21 garrapatas respectivamente.

El promedio general ya en conjunto de estos municipios pertenecientes al
estado de Michoacan inicia con 106.33 garrapatas por animal y finaliza con un
promedio general de 7.95 garrapatas por animal después de las seis aplicaciones.
En general, el grado de infestacién disminuy6é a un 7.47% de infestacion, como

resultado final.

Probando diferentes modelos de regresion del conteo de garrapatas sobre
el numero de aplicaciones se determiné que el mejor modelo que describe el
comportamiento del fendmeno esta representado por un modelo cuadratico: y =
3.5433x* - 44.795x + 148.43 (r* = 0.992). En este modelo se predice una
infestacion inicial de 148.43 garrapatas por animal y se observa una mayor
reduccion en general después de la tercera aplicacion, con un promedio de 51.71

garrapatas y posteriormente desciende a aproximadamente 7 garrapatas por
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animal, lo que resulta en una reduccién del 93% de la poblacién de después de la
sexta aplicacién (Figura 8).

Estos resultados demuestran que la cepa Mal98 de M. anisopliae es
efectiva en el control biol6gico de la garrapata. Aunque la reduccion del conteo no
llegd a cero, esto puede deberse a que los animales estuvieron expuestos a
nuevas reinfestaciones dado que se mantuvieron en praderas abiertas al ambiente

natural en el que conviven con las garrapatas.
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Figura 8.- Representacion general del modelo de regresion
polinomial de segundo grado, especifico del conteo de
garrapatas sometidas a tratamiento con Mal98
correspondientes a los municipios de Queréndaro,

Indaparapeo y Tzitzio, del estado de Michoacan.

El ganado en el estado de Michoacan demuestra una decreciente poblacion
de garrapata R. microplus que han sido sometidas a la aplicacion de Mal98
similar en infestaciones naturales, para el control de R. microplus (Castro et al.,
1997; Polar et al., 2005; Alonso-Diaz et al., 2007) con M. anisopliae que registran
(40-91%) de eficacia; en donde, Alonso-Diaz et al., 2007 reporté reduccion de
poblacion de garrapata a partir de la segunda aplicacion del tratamiento. Asi como
se coincide con Orozco (2005) con M. anisopliae en R. microplus en bovinos en

condiciones de campo, en donde detectaron la disminucién de las poblaciones de

66



garrapatas desde 52 garrapatas promedio hasta 8 garrapatas por animal, después
de dos aplicaciones con una reduccion de 84.6%. Kaaya et al., (1996) y Bazan
(2002) seinalan que existe mortalidad de la garrapata. En cuanto a los trabajos
realizados en praderas infestadas con larvas, las variaciones que se presentaron
pueden estar influenciadas por las formulas utilizadas. Angel-Sahagin et al.,
(2010) evaluaron cuatro formulaciones, Tween 80, arcilla (Celite) aceite mineral
(Citrolina) y salvado de trigo, obteniendo mayor eficacia en el grupo tratado con
salvado de trigo con Mal4 (1x10%) obtuvo una reduccion 58.3% después de los 21
dias post tratamiento. En ciertas condiciones la patogenicidad de M. anisopliae
esta influenciada por factores ambientales que interfieren con su crecimiento,
produccion del hongo y produccion de micotoxinas (temperatura, humedad y pH,
textura del suelo,composicién de los sustratos o textura de suelo, radiacion solar)
como microclimaticos explica como intervinen estos factores (temperatura de la
piel, quimica de las secreciones de la piel microflora) los cuales influyen en el nivel
de infeccibn de los hongos entomopatdégenos (germinacion y penetracion)
(Meyling y Eilenberg, 2007; Leemon et al., 2008; Fernandes et al., 2012).

CONCLUSIONES

El tratamiento con Mal98 es capaz de reducir la poblacion de garrapatas R.
microplus en ganado bovino con problemas de infestacion en praderas abiertas,
en algunos municipios como Indaparapeo, Queréndaro y Tzitzio del estado de

Michoacan.
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