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RESUMEN

Con el objetivo de evaluar cuatro cepas del hongo Metarhizium anisopliae (Metschincoff) Sorokin para el
control garrapatas del género Boophilus spp., se seleccionaron dos cepas de garrapatas para su evaluacion en su
fase adulta sobre terneros parasitados. Se utilizé un disefio completamente al azar, con seis tratamientos y diez
repeticiones. En esta fase las cepas PLH y CH 93-3 fueron las que mostraron la mayor efectividad, por lo que
fueron evaluadas en garrapatas adultas sobre terneros previamente parasitados; en la prueba in vivo se utilizé un
disefio de bloques completamente al azar, cuatro tratamientos (Las dos cepas seleccionadas, un compuesto quimi-
co y un placebo a base de agua) y ocho repeticiones. Los resultados mostraron que las dos cepas evaluadas presen-
taron una efectividad del 50% con respecto al producto quimico.
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INTRODUCCION

Las garrapatas son parasitos que se alimentan de sangre de animales vertebrados. De las tres familias existen-
tes, se han identificado en el mundo 19 géneros y méas de 800 especies, correspondiendo 636, a la familia Ixodidae
(Soulsby, 1988). Para América se han identificado 170 especies, de las cuales 48 pertenecen al género Ixodidae
spp., y en Guatemala, se han identificado 13 especies de las cuales Boophilus microplus y Amblyoma cajennense,
son las de mayor importancia econémica para la ganaderia, ya que ademas del dafio que provocan, transmiten
enfermedades de importancia econémica, como la anaplasmosis y piroplasmosis bovina (Prodesa, 1988). Las ga-
rrapatas se han logrado adaptar a una gran variedad de habitats y ademas posen una distribucion cosmopolita. Los
hospederos parasitados por garrapatas presentan una variedad considerable, desde las asociadas a un hospedero en
particular, como el caso del Boophilus spp. con los bovinos, hasta aquellas con un amplio rango de hospederos
como Amblyoma cajennense con mamiferos, aves, batracios, roedores y reptiles (Prodesa, 1988).

El uso de garrapaticidas de origen quimico, asi como la falta de alternativas en el mercado llevan a que sea
necesario desarrollar opciones que sean efectivas en el control de las garrapatas, que no contaminen los productos
de la explotacion bovina y que a la vez sean inocuas al medio ambiente. Los hongos entomopatogenos tienen gran
potencial como agentes controladores, constituyendo un grupo con mas de 750 especies, diseminados en el medio
ambiente y provocando infecciones fungosas a poblaciones de artropodos (Pucheta et al., 2006). Lépez y Hans
(2001) mencionan que entre los géneros mas importantes de hongos entomopadgenos se encuentran: Metarhizium
spp., Beauveria spp., Aschersonia spp., Entomophthora spp., Zoophthora spp., Erynia spp., Eryniopsis spp.,
Akanthomyces spp., Fusarium spp., Hirsutella spp., Hymenostilbe spp., Paecelomyces spp., y Verticillium spp.,
mientras que para la FAO (2003) los géneros de importancia son Metarhizium spp., Beauveria spp., Paecilomyces
spp., Verticillium spp., Rhizopus spp. y Fusarium spp. Como respuesta a lo anterior se evalu6 eficiencia y efecti-
vidad de cuatro cepas del hongo Metarhizium anisopliae (Metschinkoff) como una alternativa de bajo costo e
inocua al ambiente, como control para garrapata Boophilus spp., en condiciones in vitro, en su fase de vida libre e
in situ, en su etapa parasitaria en bovinos.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se llevd a cabo en el Centro Universitario de Oriente (CUNORI) localizado en el municipio
de Chiquimula, Guatemala (12° 47° 58’” N y 89° 31’ 05" O) a 320 m de altitud. EI municipio se ubica en la zona
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de vida de bosque seco subtropical con una temperatura minima de 19 °C, una maxima de 42 °C y precipitacion
promedio de 850 mm anuales (Cruz, 1982).
Desarrollo experimental

Se determing in vitro la efectividad de cuatro cepas del hongo Metarhizium spp. sobre larvas (L,) de garrapa-
tas del género Boophilus spp. obtenidas a partir de la incubacién en laboratorio para ser inoculadas con una solu-
cién estandarizada del hongo en suspension. En una segunda fase se evalud con terneros estabulados utilizados
como hospederos para el desarrollo de las larvas sembradas en campos delimitados por camaras instaladas en los
mismos, donde se efectud la aplicacién del hongo de las cepas que resultaron mas efectivas durante la fase in vi-
tro.

Manejo in vitro

Se recolecto, identifico, cultivo y reprodujo garrapatas del género Boophilus spp, con el propdsito de obtener
una poblacién homogénea para la aplicacion de las cepas de Metarhizium spp. La recoleccion de las hembras re-
pletas o teledginas, se llevo a cabo en fincas con ganado de doble proposito del municipio de Chiquimula, prove-
nientes de bovinos parasitados; las garrapatas colectadas fueron identificadas y trasladadas posteriormente a una
camara de incubacion construida para ese fin, a una temperatura entre 27 °C y 30 °C con humedad relativa pro-
medio de 85%, para que las garrapatas repletas finalizaran su ciclo de vida dentro de frascos de vidrio con papel
absorbente en el fondo, hasta Ilegar la oviposicion la cual se produjo entre el segundo y quinto dia posterior a la
introduccion de las teledginas en la camara de incubacion.

Al finalizar la oviposicion se retiraron los cadaveres de las hembras repletas y se continu6 con el proceso de
espera de la eclosion de las larvas (L;), periodo que dur6 entre 14 y 16 dias. Un dia después de iniciada la eclosion
de las larvas se procedi6 a cerrar la boca de los frascos con papel filtro y adhesivo a base de silicon para evitar el
escape de las larvas de sus frascos. Las larvas estuvieron en ambiente de 85% y 100% de humedad relativa y se
esperd un periodo de entre 14-18 dias para obtener un mejor desarrollo de las larvas antes de la inoculacion, con
soluciones de las cuatro cepas del hongo a prueba.

Manejo del hongo Metarhizium spp.

Las cuatro cepas iniciales provinieron de laboratorios comerciales, como el del Ingenio La Unién y el
CENGICANA que proporcionaron las cepas PLH y CH 93-3, respectivamente; y el del Agricola El Sol, que apor-
to las cepas AESCHS y AESGC. Para llevar a cabo la inoculacion de las larvas (L) de las garrapatas con el hon-
go, las cepas fueron estandarizadas mediante reproduccion y multiplicacion.

La unidad experimental fue formada por frascos de vidrio, conteniendo no menos de 1,100 larvas de garrapa-
tas del género Boophilus spp., eclosionadas de los huevos de dos teledginas, colocadas en un frasco de vidrio para
el desarrollo controlado de su ciclo evolutivo, dispuestos dentro de una cdmara de incubacidén con ambiente con-
trolado. Se utilizé un disefio completamente al azar con seis tratamientos y 10 repeticiones, cuyos tratamientos
correspondieron a las cuatro cepas del hongo en estudio, un grupo testigo a base de Amitraz y un placebo. EI mo-
delo lineal utilizado en la prueba in vitro fue: Yj = u+ 6, + X(a) + 1; + 615 + X donde: Yjj = variable respuesta. p
= efecto de la media poblacional. 8; = efecto del periodo de incubacion del hongo sobre la L; de la garrapata. X(a)
= error asociado a los periodos de incubacion. t; = efecto de las cepas evaluadas. 0t = efecto de la interaccion
entre el periodo de incubacion y las cepas. X = error experimental asociado a las unidades experimentales. Los
tratamientos evaluados fueron T1 = Amitraz, T2 = Placebo, T3=PLH, T4 =CH 93- 3, T5=Cepa AS.G.Cy T6 =
Cepa A.E.S.CH.S.

En las pruebas in vitro se efectuaron conteos a las 48 y 96 horas después de la aplicacion de los tratamientos
sobre las larvas de garrapatas para evaluar el periodo de incubacidn del hongo. Posteriormente se obtuvieron los
porcentajes de larvas muertas de cada uno de los tratamientos evaluados en relacion con el nimero total de larvas;
estos porcentajes fueron transformados mediante el arcoseno de la raiz cuadrada de la proporcion. Los conteos se
hicieron con el estereoscopio a 40X y para determinar el crecimiento de micelio en fase de desarrollo sobre las
larvas de garrapata con microscopio a 10X. Los porcentajes de las larvas de garrapata (L;) muertas de cada uno de
los periodos de incubacién transformados mediante el arcoseno de la raiz cuadrada de la proporcion fueron some-
tidos a un andlisis de varianza y las diferencias estadisticas entre los factores y su interaccion fueron analizadas
con el procedimiento de comparacion de medias mediante la prueba Tukey, con un nivel de 0.05 de significancia.
Evaluacion in vivo

Se adquirieron ocho bovinos, jovenes encastados con peso promedio de 195 kg vivo, que fueron estabulados
individualmente y alimentados con forraje verde picado ad libitum, durante el tiempo que dur6 el experimento.
Previo a la fase de experimentacion se aplicé un periodo de adaptacion de los animales que incluy6 aplicacion de
vacunas (Antrax, Pierna Negra y Edema Maligno) via parenteral y desparasitante oral a base de Albendazole (12
mg kg™). Para mantener libre de garrapatas a los bovinos se aplicd Amitraz mediante aspersion en dosis de 2 ml L~
! de agua, tres semanas antes del experimento.

Camaras de tela sobre los bovinos

Para la siembra de larvas se elaboraron 32 cdmaras de tela de 20 centimetros de didmetro cada una, adheridas

con pegamento de contacto en las regiones escapular y fosa paralumbar en ambos flancos de los animales, nume-
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radas del uno al cuatro, iniciando por el lado izquierdo anterior, y en cuyo interior se llevo a cabo la siembra de las
larvas de garrapata en fase de vida libre (L) que parasitaron al bovino huésped, desarrollandose hasta la fase de
teledgina o hembra repleta. En total se efectuaron dos siembras con un intervalo de 48 horas en las cdmaras insta-
ladas sobre los bovinos. Una vez ya colocadas en los bovinos, se inicié el proceso de siembra y desarrollo de las
larvas de garrapatas dentro de las cAmaras. Para tal efecto se realizaron dos siembras, agregando a cada camara las
larvas nacidas de dos teleoginas adultas, cuya produccion promedio se estimd en al menos 1,700 larvas por garra-
pata adulta. Se efectuaron dos eventos de siembra con intervalos de tres dias entre si (Figura 1).

Figura 1. A: Aplicacion de larva (11) de Bophillus spp., en bovinos. B: Terneros sometidos a la prueba de res-
puesta animal. C: Frascos conteniendo |1 de Bophillus spp., 4000 por unidad. D: Huevos de larva (11)
invadidos por el micelio de Metarhizium anisopliae.

g — ——

Manejo del Hongo Metarhizium anisopliae

Para llevar a cabo las aplicaciones en la prueba de campo, previamente se seleccionaron dos cepas del hongo
M. anisopliae, las cuales mostraron mejores resultados en la prueba in vitro y fueron sometidas a un proceso de
revigorizacion a traves de repetir fases de multiplicacion y desarrollo para la aplicacion en la prueba in vivo. La
unidad experimental fue constituida por una camara de tela de forma circular de 20 centimetros de diametro adhe-
rida a la piel de los terneros que sirvieron de huéspedes para la siembra de no menos de 7,000 larvas de garrapata
del género Boophilus spp, colocadas en dos siembras. Los tratamientos fueron las dos cepas del hongo que resul-
taron mas efectivas en la fase in vitro, un tratamiento testigo a base de un garrapaticida y un placebo con materia
inerte (T;=Amitraz, T,=Placebo, Ts=PLH, T,=CH 93-3, respectivamente).
Disefio experimental y analisis de datos

Se utilizo el disefio de bloques completamente al azar, con cuatro tratamientos y ocho repeticiones, con el
modelo: Yj = p + 6; + 6i(Bj) + tw + Otij + Zjji; donde: Yjj = variable respuesta. pu = efecto de la media poblacional.
0; = efecto del periodo de incubacion del hongo sobre la garrapata en su fase parasita. 0;(f;) = efecto anidado de
los periodos de incubacion dentro de las repeticiones. 1, = efecto de las cepas evaluadas. Ot = efecto de la inter-
accion entre el periodo de incubacion y las cepas. Xy = error experimental asociado a las unidades experimenta-
les. Se efectu6 un conteo de garrapatas al momento del aparecimiento de las primeras teleologias previo a la apli-
cacion; posteriormente se efectuaron conteos diarios de garrapatas vivas y muertas por cdAmara/ tratamiento duran-
te, 24, 48, 72, 96 y 120 horas con el fin de evaluar el periodo de incubacion del hongo y su efecto en los diferentes
periodos. Finalmente se obtuvieron porcentajes totales de garrapatas vivas y muertas de cada tratamiento, trans-
formados mediante el arcoseno de la raiz cuadrada de la proporcion, y fueron sometidos a un andlisis de varianza
y comparacion de medias (prueba Tukey) a 0.05 de significancia.
Variables
Porcentaje de efectividad en la prueba in vitro

Se determind efectuando el conteo del total de larvas dentro de cada unidad experimental y estableciendo el
namero de larvas de garrapata del género Boophilus que mostraron infestacién del hongo manifestado mediante
crecimiento de micelio, desarrollo de conidios y penetracion de la cuticula; esto con el apoyo de estereoscopio y
microscopio.
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Porcentaje de efectividad en la prueba in vivo y de eficiencia

Se determin6 efectuando un conteo previo a la aplicacion de los tratamientos y luego cada 24 horas por cinco
dias para establecer el nimero de garrapatas adultas muertas y vivas que aun se hospedaban en cada camara. El
porcentaje de eficiencia de los productos obtenidos se determind usando la formula: PE = L1 - L2/L1, donde: PE
= Porcentaje de eficiencia. L1 = NUmero de garrapatas antes de la aplicacion. L2 = Numero de garrapatas vivas
post aplicacion por cada lectura.
Caracteristicas cualitativas

Estas se determinaron mediante pruebas documentales de los efectos del hongo, principalmente durante la es-
porulacion sobre la garrapata. Para verificar la infeccion del hongo sobre las garrapatas en la prueba in vivo se
efectud un muestreo de 10 garrapatas muertas por tratamiento, colocadas sobre camaras humedas para establecer
si se realizaba desarrollo del micelio y posterior esporulacién del hongo, a partir de lo cual se realizaron cortes
histoldgicos que identificaron los dafios ocasionados por el hongo sobre la cuticula de la garrapata.

RESULTADOS Y DISCUSION

Porcentaje de efectividad en la prueba in vitro

La prueba in vitro realizada para determinar la efectividad del M. anisopliae, en la L, de garrapatas del género
Boophilus spp, mostré que los tratamientos tuvieron diferencias altamente significativas en la efectividad para el
control de larvas del garrapata en estado de vida libre (CV = 8.82%). El comportamiento de los seis tratamientos
aplicados en la prueba in vitro y su efectividad con respecto a los dos conteos llevados a cabo evidenciaron un
incremento lineal de larvas muertas infectadas con respecto al incremento en el periodo de conteo, con porcentajes
de 17.60% para la cepa proveniente de la Union, 19.10 para la cepa de CENGICANA; 5.50 para la cepa AESGC y
7.30 para la cepa AESCHS, a las 96 horas post-aplicacion. La Figura 2 muestra la diferencia entre tratamientos y
entre las cuatro cepas sometidas a la prueba, de las cuales La Union y CENGICANA fueron relevantes.

En un experimento llevado a cabo para determinar la efectividad de 12 cepas de M. anisopliae sobre hembras
repletas de garrapatas del género Boophilus spp., Guedes- Frazon (2000) encontr6 que seis de las cepas ocasiona-
ron ente 20 y 50% de infeccion a las teledginas, entre el cuarto y el séptimo dia post-aplicacion de una suspension
de conidios a 10° y 10° conidios mlI™. Moreno et al. (2001) evaluaron a M. anisopliae, B. bassiana y Verticillium
lecanii sobre teleoginas de Boophilus microplus, donde M. anisoplie generd inhibicion de 87% a concentracion de
109 conidiosporas ml™. Posada y Lecuona (2009) evaluaron la efectividad de 259 aislados de B. bassiana obteni-
dos del suelo, de garrapatas muertas y de coleccién fungica para el control de B. microplus, registrando que la
CL50 para 98 de los aislados méas virulentos fue de 1 X 10" y 1,15 X 10" conidios ml™. Fernandez- Ruvalcaba et
al. (2005) evaluaron la efectividad in vitro de M. anisopliae a diferentes concentraciones en cepas de B. microplus
resistente y sensible a organofosforados, hallando que una concentracién de 10% esporas X ml™ genera 100% de
mortalidad a los 20 dias postinfeccion. De igual manera, hubo reduccion de los parametros reproductivos con
variacion en las diferentes concentraciones (Cuadro 1).

Figura 2. Garrapatas del género Boophilus spp. infectadas de Metarhizium anisopliae (Metschinkoff) y en pleno
desarrollo de la fase de colonizacién (produccion de conidios). Efecto de las hifas de hongo Metarhizium aniso-
pliae, (Metschinkoff) sobre la cuticula de garrapatas adultas (corte histoldgico de la cuticula), CUNORI.
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Cuadrado

F

Cuadro 1. Andlisis de varianza de la prueba in vitro para determinar la efectividad de seis tratamientos
en el control de L, de garrapatas del género Boophilus spp.

Fuente de Grados de Suma de
wariacion libertad cuadrados

medio Calculada
Total 35 33251108
Paricdo (A) 1 BI317 BIZ 17 134,0157 Q.0003 s
Error a 4 24280 65070
Tratamiento (B) 5 31794813 6358563 1357.535 0.0000
AxB 5 27325 105465 23,186 0.0000 R

Error

20

apgys

4249

Fuente: alaboracion propia.

Cuadro 2. Efectividad de cuatro tratamientos en el control de garrapatas (Boophilus spp.),
fase parésita en bovinos estabulados.

Toral ]
Periodao (A) 4 7593267 1868.317 49979 0.0000 al2
Perioda de blogues 35 1329.379 37.982
Tratamianto (8] 3 I2TTLEAE 10823.882 280.219 0.0000 ol
AxB 12 1190.086 99174 2544 00055 2
Errar 105 4003255 18.083

Fuente: de elaboracicn propla, Coeoficiente de Variacion: 17.37 %

Porcentaje de efectividad en la prueba in vivo

En la prueba in vivo realizada para determinar la efectividad de M. anisopliae en garrapatas del género Boop-
hilus spp., en su fase parasita sobre huéspedes bovinos estabulados, se observo que los tratamientos mostraron
diferencias altamente significativas en la efectividad (Cuadro 2). Es de hacer notar que el efecto placebo no fue la
aplicacién de dicho tratamiento, sino por el efecto animal de librarse de las garrapatas. Sin embargo, el compor-
tamiento de las cepas del hongo M. anisopliae evaluadas con respecto a su efectividad en los diferentes conteos
efectuados post-aplicacion demostraron que ambas aumentan de forma lineal, haciéndose méas notorio a partir de
las 72 horas. Ademas, se muestra la interaccion existente entre las dos cepas de M. anisopliae revigorizadas con
respecto al periodo postaplicacion, evidenciando una efectividad creciente en el tiempo, principalmente en la cepa
proveniente de CENGICANA. En un experimento llevado a cabo para evaluar la posibilidad de incrementar la
capacidad infectiva de dos cepas de M. anisopliae sobre hembras repletas de garrapatas Boophilus microplus,
Guedez-Frazon (2000) observo que después de infectar artificialmente teledginas y a partir de ellas elaborar el
indculo para un segundo pasaje (proceso de revigorizacion), dos dias después de la aplicacién se present6 un por-
centaje de efectividad de 84%, contrastando con 1.8% obtenido de las mismas cepas en la primera aplicacion. En
los trabajos realizados en animales, las variaciones en la efectividad de las cepas se pueden relacionar directamen-
te con los factores climaticos y el lugar de procedencia de las cepas, ya que existen algunas que presentan una
mayor tolerancia a altas temperatura y exposicion a rayos UV (Fernandez y Bittencourt, 2008; Biduchka et al.,
2001), asi como al microambiente del animal, como la temperatura de la piel, ya que se ha demostrado que al
incrementarse la temperatura por encima de 34 °C, la germinacion del hongo empieza a reducirse (Polar et al.,
2008).
Porcentaje de eficiencia

En funcion de los resultados se observa que las cepas La Union y CENGICARNA fueron las que mejor efi-
ciencia mostraron en la evaluacion in vitro y a partir de éstos se seleccionaron para ser evaluadas en la prueba in
vivo o de campo. Los resultados mostrados en los Cuadros 3 y 4 evidencian el nivel de eficiencia de las cepas La
Unién y CENGICANA, con porcentajes de 45% y 48% de lo registrado por el testigo a base de Amitraz.

Cuadro 3. Porcentaje de eficiencia (PE) de seis tratamientos evaluados in vitro, con base en sumatoria de conteos.

Tratamientos
Indicador

L1 40900 1228900 1320200 1216400 16408.00 775300
L2 0.00 1217500 11177.00 SEA6.00 15475.00 T163.00
E 100 1.0082 15,3386 187274 56619 TF250
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Cuadro 4. Porcentaje de eficiencia (PE) de cuatro tratamientos evaluados in vivo con base
en sumatoria de conteos.

Tratamientos

Indicador

1 107,00 19200 14500 155.00
L2 13.00 16500 88.00 8000
FE 87.8505 14.0625 393103 419355

Caracteristicas cualitativas

En el efecto del M. anisopliae sobre la cuticula de la garrapata se observé una invasion de las hifas penetran-
do las membranas, rompiendo la continuidad del tejido; sin embargo, no se debe olvidar el efecto enzimatico del
hongo que a través de una histolisis favorece la penetracién de las hifas y la degeneracién hialina, que posible-
mente sea de tipo extracelular por la precipitacion de proteinas plasmaticas de los organelos que se han escapado
de la pared celular de las garrapatas, ocurriendo la muerte por un proceso de consuncion en la garrapata.

CONCLUSIONES

Las cuatro cepas del hongo M. anisopliae evaluadas en la prueba in vitro para el control de garrapatas en es-
tado de larva (L;) presentaron crecimiento de micelio sobre larvas de garrapatas del género Boophilus spp. En la
prueba in vitro existieron diferencias altamente significativas entre las cuatro cepas del hongo y el control quimico
sobre la mortalidad de garrapatas en estado de larva (L,); las cepas del hongo La Unién y CENGICANA evalua-
das in vitro fueron las de mayor mortalidad sobre garrapatas en estado de larva (L;) y en la prueba in vivo incre-
mentaron su efectividad en el control de garrapatas del género Boophilus spp. en su fase parésita, registrando has-
ta 50% de efectividad respecto al mostrado por Amitraz.
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