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Evaluacion in vitro de Cordyceps bassiana (Ascomycota:
Sordariomycetes) en el Control Bioldgico de Rhipicephalus
microplus

In vitro EvaLuaTtion or Cordyceps bassiana (AscoMYCOTA: SORDARIOMYCETES) IN
THE BioLoaicaL ConTroL oF Rhipicephalus microplus

Diego José Garcia-Corredort®, Roger Ivan Rodriguez-Vivas?, Martin Orlando
Pulido-Medellint, Adriana Maria Diaz-Anaya?, Roy José Andrade-Becerra®

RESUMEN

En el presente estudio se evalud la eficacia in vitro de Cordyceps bassiana en el
control bioldgico de la fase adulta de Rhipicephalus microplus. Se aplico la técnica de
inmersion de garrapatas adultas en una solucidn con la cepa BbF2011 de C. bassiana
en concentraciones de 1x10¢4, 1x108 y 1x108 conidias/ml (30 garrapatas por tratamiento).
Las garrapatas tratadas a una concentracion de 1x108 conidias/ml alcanzaron el 100%
de mortalidad al dia 15 postratamiento (PT), mientras que las concentraciones 1x10°y
1x10* conidias/ml lo obtuvieron en los dias 18 y 21 PT, respectivamente (p<0.05). La
mortalidad fue directamente proporcional a la concentracion de C. bassiana. Asimis-
mo, las garrapatas en la concentracion de 1x108 conidias/ml presentaron una menor
postura de huevos y porcentaje de eclosion de larvas que los tratamientos con 1x10°
y 1x10* conidias/ml (p<0.05). La efectividad presentada por C. bassiana sobre R.
microplus abre la opcion a un nuevo método de control biolégico.

Palabrasclave: control biolégico, Rhipicephalus microplus, Cordyceps bassiana,
hongos entomopatégenos

ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the in vitro efficacy of Cordyceps
bassiana for the control of the adult stage of Rhipicephalus microplus. The adult
immersion test in a solution containing the BbF2011 strain of C. bassiana at the
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concentrations of 1x104, 1x10°¢ and 1x108 conidia/ml (30 ticks per treatment) was evaluated.
Treated ticks at a concentration of 1x108conidia/ml reached 100% mortality at 15 days
post-treatment (PT), while ticks at concentrations of 1x10°y 1x10* conidia/ml reached it at
18 and 21 days PT, respectively. Tick mortality was directly related to the fungi
concentration. Moreover, ticks at the concentration 1x108 conidia/ml showed the lowest
oviposition and larva hatching as compared to 1x10°and 1x10* conidia/ml concentrations
(p<0.05). The effectiveness shown by C. bassiana on R. microplus opens the option to

anew biological control method.

Keywords: biological control, Rhipicephalus microplus, Cordyceps bassiana,

entomopathogenic fungi

INTRODUCCION

Las garrapatas, en regiones tropicales
y subtropicales, son consideradas como po-
tenciales transmisores de agentes patdgenos
(protozoos, rickettsias, espiroquetas y virus)
a humanos y animales (Jongejan y Uilenberg
2004). Rhipicephalus microplus (Canestrini,
1887) (Acari: Ixodidae) es una garrapata de
un hospedero que se encuentra distribuida en
estas regiones (Murrel y Barker, 2003).

La infestacién de bovinos con R.
microplus representa un impacto econémico
significativo a los ganaderos, debido a la re-
duccidn en la ganancia de peso y en la pro-
duccion de leche. Ademas, la garrapata es
potencial transmisora de agentes pat6genos
causantes de enfermedades como
anaplasmosis y babesiosis, ademas de algu-
nas antropozoonosis, amenazando seriamen-
te no solo la produccion ganadera, sino tam-
bién la salud del hombre (Sun et al., 2013).

El control biolégico de las infestaciones
de garrapatas ha sido dificil porque estas
cuentan con pocos enemigos naturales y, por
lo tanto, los métodos de control se basan en
la aplicacion regular de acaricidas quimicos.
Sin embargo, el uso continuo de acaricidas
tiene efectos adversos, incluidos la presencia
de residuos de medicamentos en productos
como la leche y la carne (Sun et al., 2010), la
aparicion de cepas de garrapatas resistentes
a los productos quimicos y la contaminacion
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ambiental (Cova et al., 2009). Estos efectos
motivaron la busqueda de métodos alternati-
vos de control, destacandose la elaboracion
de vacunas contra las garrapatas, el desarro-
llo de razas de bovinos resistentes y el con-
trol bioldgico (Rodriguez-Vivas et al., 2005).

Los hongos entomopatdgenos son con-
siderados como enemigos naturales de gran
importancia en el control de artrépodos, por
lo que podrian ser utilizados como control bio-
I6gico de garrapatas. Recientemente, los es-
fuerzos se han enfocado en la evaluacion del
potencial de los hongos como agentes de con-
trol biolégico contra artrépodos (Fernandes y
Bittencourt, 2008). Cordyceps bassiana se
perfila como una alternativa eficaz para el
control de R. microplus, buscando dar solu-
cion a un problema que aqueja a las pobla-
ciones bovinas tropicales y subtropicales
(Paido et al., 2001; Yao y Huang, 2004; Sun
etal., 2013).

Diversos estudios han destacado la im-
portancia de C. bassiana como método de
control de agentes patgenos en el area agri-
cola y pecuaria (Sagués et al., 2011;
Okamoto y Amarasekare, 2012); sin embar-
go su empleo como método de control de R.
microplus es limitado debido al desconoci-
miento de su accion sobre este ectoparasito
(Fernandez et al., 2010). El presente estudio
tuvo como objetivo determinar la
funcionalidad in vitro de C. bassiana como
control biolégico de R. microplus, brindando
asi una alternativa eficaz en la disminucion
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de los dafios ocasionados por esta garrapata
en las explotaciones bovinas.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 en el Laboratorio
de Parasitologia Veterinaria de la Universi-
dad Pedagogica y Tecnoldgica de Colombia,
ubicada en la ciudad de Tunja, Boyaca, Co-
lombia. La temperatura promedio anual es
de 13 °C y presenta una altitud de 2690 msnm
y una precipitacion pluvial anual de 645 mm
(Rojas et al., 2010).

Se utiliz6 la cepa BbF2011 del hongo
entomopatdgeno Cordyceps bassiana ori-
ginario de la Sabana de Bogota, Colombia.
El crecimiento y reproduccion del hongo se
realiz6 en agar Sabouraud dextrosa
(Moorhouse et al., 1993), enriquecido con
1% de extracto de levaduras y 500 ppm de
cloranfenicol. Se incub6 a 25°C y 70% de
humedad durante tres semanas. La cosecha
de conidias se realiz6 por raspado y se sus-
pendi6 en agua destilada estéril con 0.1%/vv
(Fernandez et al., 2010). La concentracion
de conidias (1x10%, 1x106y 1x108) se deter-
miné de forma directa utilizando el
hematocitometro de Neubauer.

Para la evaluacion in vitro del efecto
de C. bassiana sobre R. microplus, se re-
colectaron garrapatas hembras adultas
pletoricas (0.20-0.25 g) de bovinos de la pro-
vincia de Ricaurte en el departamento de
Boyaca (Colombia). Las garrapatas fueron
depositadas en tubos de cristal con tapén de
algoddn y se trasladaron al laboratorio. Las
garrapatas fueron desinfectadas con cloro
(1%), pesadas y distribuidas en cuatro gru-
pos, donde el grupo | fue tratado con agua
destilada (control), mientras que los grupos
I1, Iy 1V fueron tratados con C. bassiana
en concentraciones de 1x10%, 1x10°y 1x108
conidias/ml.

Para evaluar el efecto de C. bassiana

sobre la inhibicién de la ovoposicion (10) y
porcentaje de eclosién de huevos de R.
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microplus se empled la técnica de inmersion
de hembras repletas (Drummond vy
Whetstone, 1970). Se utilizaron 30 garrapa-
tas hembras por tratamiento. EI rango de peso
de los acaros fue de 0.20 a 0.25 g. Las ga-
rrapatas fueron inmersas en el biopreparado
durante 60 segundos, donde las garrapatas
fueron colocadas en placas de cultivo de 24
pozos con 1.5 ml del biopreparado. Luego,
las garrapatas fueron secadas e incubadas
durante 21 dias en camaras himedas para
cada tratamiento (90% de humedad relativa,
HR) a 25 °C. Se realizaron observaciones
diarias con el microestereoscopio para com-
probar la mortalidad y el desarrollo de mico-
sis mediante la observacion del tubo
germinativo del hongo sobre el exoesqueleto
de las garrapatas.

Para determinar el efecto sobre la
ovoposicion (OP), los huevos se retiraron a
los 14 dias de incubacion, se pesaron e incu-
baron bajo condiciones controladas de hume-
dad y temperatura (28 °C y 85% HR). El
porcentaje de ovoposicion se obtuvo deter-
minando la relacion porcentual del peso de
huevos depositados por hembra (g) multipli-
cado por 20 000 (constante equivalente al
namero de huevos en 1 g) sobre el peso de
las hembras por tratamiento (g). Una vez
obtenido este parametro, tanto para individuos
tratados como para los del grupo testigo, se
aplico la siguiente formula para determinar la
10, donde OP/T es la reproduccion estimada
del grupo testigo y OP/t es la reproduccion
estimada del grupo tratado (Fernandez et al.,
2010).

(OP /T —OP /t) x(100)

%10 =
’ (0P/T)

En el calculo de la eclosion de larvas se
tomaron cinco alicuotas de una muestra
homogenizada de 1 g de huevos incubada a
28 °C y 85% HR por 35 dias. Se realizo el
conteo de 100 huevos, diferenciando casca-
rones rotos y enteros y se determind el pro-
medio de eclosion por tratamiento (Fernandez
etal., 2010).
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Cuadro 1. Numero de dias postratamiento
para el 100% de mortalidad de garrapatas
Rhipicephalus microplus por efecto del
tratamiento con Cordyceps bassiana

Tratamiento Valores de la

(conidias/ml) media
1x10* 212
1x10° 18°
1x10° 15°

! Superindices diferentes indican diferencia
estadistica (Tukey, p<0.05)

Se utilizé un disefio experimental com-
pletamente al azar con cuatro tratamientos y
tres repeticiones, donde cada repeticion cons-
to de 10 garrapatas por tratamiento. Para
determinar la significancia estadistica de las
mortalidades y el porcentaje de inhibicién de
la ovoposicion entre los tratamientos, se utili-
z6 un analisis de varianza de una via y la prue-
ba de Tukey, usando el software SPSS para
Windows v. 19.

REsuLTADOS Y Discusion

Efecto de C. bassiana en el Control de
R. microplus

Todas las garrapatas de los tratamien-
tos con C. bassiana llegaron a morir durante
el periodo del estudio (Cuadro 1), observan-
dose una accién mas rapida en la concentra-
cion mas alta (1x108) de conidias (Grupo V).
En el grupo control se observo la muerte del
90% (27/30) de las garrapatas en el trans-
curso de los 21 dias del trabajo. La muerte
de las garrapatas se present6 a partir del dia
4 en todos los grupos; no obstante, la veloci-
dad de presentacion de este proceso fue
mayor a medida que aumentd la concentra-
cion del hongo.
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Estos resultados fueron similares a aque-
llos observados en trabajos analogos (Qiaoyun
et al., 2012; Sonia et al., 2012), donde se
encontraron rangos de mortalidad del 44-
100% bajo tratamiento con la misma concen-
tracion del hongo en garrapatas adultas de R.
microplus. Asimismo, otros estudios demues-
tran que el efecto patégeno del hongo au-
menta en relaciéon a su concentracion
(Fernandez et al., 2010; de Sousa et al.,
2011).

El control biolégico de C. bassiana so-
bre R. microplus demuestra, in vitro, que este
hongo, en las concentraciones empleadas,
podrian emplearse como complemento a los
productos quimicos para el control de la ga-
rrapata (Fernandes et al., 2012; Okamoto y
Amarasekare, 2012; Perinotto et al., 2012),
y de esa forma, ademas, se podria disminuir
el riesgo de generacion de cepas de garrapa-
tas resistentes al tratamiento quimico
(Abdigoudarzi et al., 2009; Covaetal., 2009;
Fernandes et al., 2011).

Efecto de C. bassiana sobre la
Ovoposicion y Eclosién de Huevos de
R. microplus

La concentracion de 1x108 conidias/ml
(Grupo 1V) present6 los mejores efectos so-
bre los parametros reproductivos de R.
microplus, logrando una disminucion del
60.2% de la reproduccion estimada y un au-
mento en la inhibicion de la ovoposicion de
40.3% en relacion al grupo control (Cuadro
2). Los resultados obtenidos mostraron ajus-
te en cuanto a las respuestas obtenidas por
cada uno de los tratamientos en las variables
analizadas.

El tratamiento con C. bassiana redujo
el porcentaje de eclosién de huevos,
lograndose el mayor efecto en el grupo 1V
(24.3%) respecto a los otros grupos de trata-
miento. La emergencia de larvas de garra-
patas disminuy6 a medida que la concentra-
cion de conidias de C. bassiana aumentaba.
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Cuadro 2. Efecto de Cordyceps bassiana sobre la reproduccién estimada (OP)' y el
porcentaje de inhibicion de la ovoposicion (%I10O) en garrapatas Rhipicephalus

microplus
Tratamientos Reproduccion Inhibicion de la Eclosion de
(conidias/ml) estimada ovoposicion huevos
(OP) (%10) (%)
Control 720,768% 0® 90.72
1x10* 651,3662 10.0° 82.72
1x10° 543,666 24.7° 61.0°
1x108 433,671° 40.3° 24.3°

" Nimero de huevos ovopositados por tratamiento

2b¢ syperindices diferentesdentro de columnas indican diferencia estadistica (Tukey, p<0.05)

Las concentraciones minimas requeri-
das para inhibir la capacidad reproductiva de
la garrapata en su totalidad estuvieron fuera
del alcance de las concentraciones de C.
bassiana utilizadas en el presente estudio.
Sin embargo, al tratarse de un método de
control biolégico, los resultados encontrados
para controlar el potencial reproductivo fue-
ron aceptables, teniendo en cuenta que la
prueba utiliza garrapatas repletas, estadio en
que son mas tolerantes, por lo menos al con-
trol quimico (Campos et al., 2005; Sunet al.,
2011). Si bien es cierto que para suprimir la
0Vvoposicion se requieren concentraciones ele-
vadas de entomopatégenos (Sonia et al.,
2012), la eclosion se vio afectada con las con-
centraciones utilizadas, lo que limit6 la emer-
gencia de larvas infestantes.

No obstante que la aplicacion de méto-
dos de control no quimico es una tendencia
actual como parte del manejo integrado de
plagas (De Castro, 1997; Castiglioni et al.,
2003; Sun et al., 2010; Mendes et al., 2011),
se requiere realizar ensayos a nivel de cam-
po que permitan evaluar bajo condiciones
multifactoriales, formulaciones no sélo de C.
bassiana, sino de otros hongos
entomopatdgenos que demuestren su viabili-
dad para el control de garrapatas en condi-
ciones naturales.
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CONCLUSIONES

La concentracion de 1x108 conidias/ml
de Cordyceps bassiana aplicada in vitro
sobre Rhipicephalus microplus afect6 su
supervivencia en un menor tiempo y redujo
la ovoposicion y eclosion de los huevos en
relacion a las concentraciones de 1x10* y
1x10° conidias/ml.
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