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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar la
susceptibilidad in vitro de larvas no alimentadas de
Rhipicephalus microplus a diferentes aislados de
hongos entomopatdgenos nativos de suelo de
unidades ganaderas y conocer las caracteristicas de
crecimiento y potencial de indculo de los aislados que
mostraran ser mas patogenos. Se evalud la
patogenicidad y virulencia de aislados de
Metarhizium anisopliae sensu lato (Ma), Beauveria
bassiana (Bb) e, Isaria fumorosea (Ifr), en larvas de
R. microplus de 7 dias de edad, expuestas mediante
inmersién en una solucion acuosa a la concentracion
1x108 conidios/ml. Los aislados Mal35 y Mal33,
presentaron alta patogenicidad con 100 y 94% de
mortalidad, con valores CLso de 5.2x10* y 2.5x10*
conidios/ml, respectivamente. En estos aislados, la
produccion de esporas fue de 1.0x10%° conidios/ml, y
el crecimiento radial de micelio fue de 3.07 y 3.60
mm/dia, respectivamente. Estos  resultados
demuestran que los aislados Mal135 y Mal33, pueden
ser considerados potenciales agentes de control
bioldgico en larvas de R. microplus.

Palabras clave: Rhipicephalus microplus;
Metarhizium anisopliae; Beauveria bassiana; Isaria
fumosorosea; Control Bioldgico.

INTRODUCCION

La garrapata del ganado, Rhipicephalus microplus, es
actualmente el ectopardsito hematdéfago mas
importante en las regiones tropicales y subtropicales

* Corresponding author

SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the in vitro
susceptibility of larvae unfed of Rhipicephalus
microplus to different isolates of entomopathogenic
fungi native of soil of livestock units and know the
characteristics of growth and inoculum potential of
isolates that showed to be more pathogenic.
Pathogenicity and virulence of isolates of
Metarhizium anisopliae sensu lato (Ma), Beauveria
bassiana (Bb) and, Isaria fumorosea (Ifr) was
evaluated in R. microplus larvae of 7 days old,
exposed by immersion in an aqueous solution at
concentration of 1x10® conidia / ml. Ma135 and
Mal33 isolates, showed high pathogenicity with 100
and 94% mortality, with LCso values of 5.2x10* and
2.5x10* conidia / ml, respectively. In these isolates,
the production of spores was 1.0x10%° conidia / ml,
and the radial mycelial growth were 3.07 and 3.60
mm / day, respectively. These results demonstrate
that the isolated Mal35 and Mal33, can be
considered as potential biocontrol agents in R.
microplus larvae

Key words: Metarhizium anisopliae; Beauveria
bassiana; Isaria  fumosorosea;  Rhipicephalus
microplus; Biological control.

de Meéxico, sus efectos negativos en la salud animal
son patentes por la exsanguinacién y la transmision
de enfermedades, en tanto que causa pérdidas
importantes en la produccion de leche, carne y
calidad de las pieles (Rodriguez-Vivas et al., 2005).
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Las estrategias de control de esta parasitosis incluyen
principalmente el uso extensivo y muchas veces
indiscriminado, de compuestos quimicos ixodicidas
de las familias de los organofosforados, piretroides
sintéticos, amidinas, fenilpirazolonas y lactonas
macrociclicas, los cuales muestran actualmente
diferentes niveles de resistencia en el campo, ademas
de que su uso representa un riesgo ambiental y de
salud publica ampliamente reconocido; en México, la
resistencia a ixodicidas en la garrapata del ganado se
encuentra ampliamente distribuida (Alonso-Diaz et
al., 2006). Esta situacion ha motivado la bisqueda y
aplicacion de alternativas de control no quimico de
tipo biolégico, que incluye el uso de enemigos
naturales de las garrapatas tales como &caros,
parasitoides, hormigas, hongos entomopatégenos y
nematodos, ademas de las pasturas anti-garrapata,
entre otros (Jonsson, 2004; Samish et al., 2004).

El control biol6gico basado en el uso de hongos
entomopat6genos representa una atractiva alternativa
de control de las garrapatas, los conidios de estos
organismos se adhieren a la cuticula, germinan,
forman un aprensorio, y finalmente penetran la
cuticula provocando un desarrollo masivo en el
cuerpo y con ello la muerte (Arruda et al., 2005).
Dentro de estos organismos, se encuentran Beauveria
bassiana, Isaria fumorosea, I. farinosa, Lecanicillium
lecanii y Metarhizium anisopliae, que han
demostrado ser eficientes para la biorregulacion de R.
microplus; M. anisopliae ha sido el mas estudiado
debido a su distribucion cosmopolita y alta
patogenicidad (Fernandes y Bittencourt, 2008;
Lemmon y Jonsson, 2008; Angel-Sahagun et al.,
2010; Ojeda-Chi et al., 2011; Fernandes et al., 2011).

El objetivo del presente estudio fue evaluar la
susceptibilidad in vitro de larvas no alimentadas de
Rhipicephalus microplus a diferentes aislados de
hongos entomopatégenos nativos de suelo de
unidades ganaderas y de forma complementaria
conocer las caracteristicas de crecimiento y potencial
de inéculo de los aislados que mostraran ser mas
pat6genos.

MATERIALES Y METODOS

Se  evaluaron diez aislados de  hongos
entomopatogenos, cinco de Metarhizium anisoplia
sensu lato (Ma), cuatro de Beauveria bassiana (Bb) y
uno de Isaria fumorosea (Ifr), que fueron aislados a
partir de muestras de suelo de unidades ganaderas de
cuatro municipios de Aguascalientes, MEéxico,
mediante la técnica de larvas de Galleria mellonella
L. (Lepidoptera: Pyralidae) (Zimmerman, 1986). La
identificacion de género y especie se llevé a cabo de
acuerdo a criterios morfolégicos de las estructuras
reproductivas  (Samson, 1981; Humber, 1997,
Bischoff et al., 2009).
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Los aislados fueron cultivados en Agar Dextrosa
Sabouraud, enriquecido con 1% de extracto de
levadura (Watson et al., 1995), conteniendo 500 ppm
de cloranfenicol, incubandose a 25+1°C con 70% HR
por 3 semanas bajo un régimen de 12:12 h
luz/obscuridad. Los conidios fueron cosechados por
raspado y suspendidos en agua destilada estéril
conteniendo 0.1% (v:v) de Tween 80, la suspension
fue colocada en tubos de vidrio estériles vy
homogenizada en vortex; la viabilidad de las esporas,
la cual excedio6 del 98%, fue determinada sembrando
100 pl de la suspensién de conidias en Agar Dextrosa
Sabouraud contando las colonias a las 48 h (Angel-
Sahagin et al., 2010). La patogenicidad de los
aislados fue evaluada por ajuste de la concentracion
de conidios por dilucion con 0.1% de Tween 80 a
1x108 conidios/ml, determinada por conteo directo
usando un hemocitometro de Neubauer. La virulencia
fue evaluada por la estimacion de la Concentracién
Letal 50 (CLsg), de los aislados que tuvieron mas de
90% de mortalidad en las larvas de R. microplus. Los
ensayos de virulencia fueron desarrollados usando
seis concentraciones de conidios, a partir de 1x10? y
hasta 1x107 conidios/ml (Arthurs y Thomas, 2001).

Se colectaron de ganado naturalmente infestado,
hembras adultas ingurgitadas de R. microplus; que
fueron llevadas al laboratorio para obtener larvas de 7
dias de edad siguiendo el procedimiento descrito por
Angel-Sahagun et al. (2010). Se formaron grupos de
25 larvas que se colocaron en una porcion de 5 cm de
cinta adhesiva y fueron inmersas por 30 segundos en
una solucion acuosa a la concentracion 1x108
conidios/ml, las larvas usadas como control fueron
tratadas con 0.1% (v:v) de solucién Tween 80. Las
larvas tratadas se guardaron en cajas de Petri sobre
una doble capa de papel filtro (Whatman Num. 1)
humedecido con agua destilada estéril y se incubaron
a 25+ 1°C bajo condiciones de 12:12 h de
luz/obscuridad. La mortalidad de las larvas y la
presencia de micelio del hongo fueron registradas
cada 48 h durante 16 dias (Ojeda-Chi et al., 2010). La
evaluacion estadistica de la patogenicidad se realiz6
bajo un disefio completamente al azar. En el andlisis
se incluyeron diez aislados de hongos y un
tratamiento control, con cuatro repeticiones de cada
uno. Se calcularon los porcentajes de mortalidad y se
analizaron usando un ANOVA de una via, previa
transformacion angular de las proporciones (Y = arc
sen p), y prueba de comparacion de medias de
Tukey al 95% de confianza. Los datos de virulencia
fueron examinados mediante un analisis Probit, para
obtener los valores de las CLso, para cada aislado
evaluado hubo cuatro réplicas (Gindin et al., 2001).

Para conocer las caracteristicas de crecimiento y
potencial de inéculo de los aislados que mostraron ser
mas patégenos, se desarrolldé el siguiente
procedimiento: se prepar6 una solucién a la
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concentracion de 1 x 10 conidios/ml y se colocaron
100 pl de la suspension en una caja de Petri con
medio Agar Papa Dextrosa, dispersandola
manualmente; las cajas fueron incubadas a 25+1°C y
12:12 h luzt/obscuridad por tres dias para promover el
crecimiento de micelio, sin que existiera la formacion
de conidios, en toda la superficie de la caja Petri
(Lawrence y Khan, 2009). EI micelio fue cortado con
un sacabocado de 0.8 mm y se coloc6 invertido en el
centro de una caja Petri de 90 mm de diametro con
medio Agar Papa Dextrosa (Dimbi et al., 2004;
Shimazu, 2004), y se incubaron a 25x1°C, 70% de
HR y 12:12 h de luz/obscuridad por 14 dias. El
crecimiento radial fue registrado bajo el microscopio
cada 48 h durante 14 dias (Yeo et al., 2003),
utilizando dos didmetros cardinales como referencia
en cada caja Petri (Shimazu, 2004). La evaluacién
estadistica se realiz6 bajo un disefio completamente al
azar. En el andlisis se incluyeron cuatro aislados de
hongos con cuatro repeticiones de cada uno, y se
analizaron usando un ANOVA de una via, con prueba
de comparacion de medias de Tukey al 95% de
confianza.

Después de que fue medido el diametro de la colonia,
la caja fue lavada 10 veces con 9.5 ml de 0.1% de
Tween 80. Los lavados fueron colectados en un tubo
de policarbonato de 125 ml y se mezcl6 su contenido
por 3 min con ayuda de un vortex. El nimero de
conidios en cada tubo, fue determinado usando un
hemocitdémetro de Neubauer y el promedio de
conidios por colonia en cada caja fue utilizado como
medida de esporulacién (Arthurs y Thomas, 2001). El
andlisis estadistico fue realizado bajo un disefio
completamente al azar. En el analisis se incluyeron
cuatro aislados de hongos con cuatro repeticiones de
cada uno, y se analizaron usando un ANOVA de una
via, con prueba de comparacion de medias de Tukey
al 95% de confianza.

RESULTADOS Y DISCUSION

La mortalidad observada en larvas no alimentadas de
R. microplus, se muestra en la Tabla 1; el analisis de
varianza mostr diferencias significativas entre los
tratamientos (F = 64.02; P < 0.0001) y la prueba de
comparacion de medias de Tukey determind a los
aislados Mal35 y Mal33 como los mas patégenos,
con 100 y 94% de mortalidad, respectivamente. Estos
aislados fueron seleccionados para estimar su CLsp,
las cuales fueron 5.2x10* (Intervalo de Confianza
(1.C) 95% 2.7 X10* - 9.9 X10% para Mal3s, y
2.5x10* conidios/ml (IC 95% 1.6 X10% - 3.6 X10%)
para Mal33.

La produccion de conidios en los aislados Mal35 y
Ma133 fue de 1.0x10%° conidios/ml, mientras que en
Mal36 y Mal34 fue de 7.8x10° y 6.5x10°,
respectivamente; el andlisis de varianza mostro
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diferencias significativas entre tratamientos (F =
16.84; Pr > F = 0.0001), y la prueba de Tukey separ6
a los hongos Mal35 y Mal33, como los mas
sobresalientes y sin diferencia estadistica entre ellos
(Tabla 1).

El crecimiento radial de los cuatro aislados
estudiados, tuvo un rango de 1.3 a 3.6 mm/dia; los
aislados Mal35 y Mal33 fueron los de mayor
crecimiento; el analisis de varianza mostré diferencias
significativas entre tratamientos (F = 6.72; Pr > F =
0.0001). La prueba de Tukey separé a los hongos
Mal35 y Mal33, como los mas sobresalientes y sin
diferencia estadistica entre ellos (Tabla 1).

Los hongos M. anisopliae y B. bassiana son los que
con mayor frecuencia han sido evaluados en la
garrapata R. microplus, y muestran las mejores
perspectivas como agentes de control bioldgico, sin
embargo, su comportamiento es variable tanto en
condiciones in vitro como in vivo debido a diferentes
factores, entre ellos se mencionan a las condiciones
ambientales en que se realizan las pruebas, el estado
evolutivo de las garrapatas expuestas al hongo, el
origen de los aislados y las caracteristicas
metodolégicas de cada ensayo (Fernandes vy
Bittencourt, 2008; Fernandes et al., 2011).

La patogenicidad de los aislados de M. anisopliae en
larvas de R. microplus fue superior a la de los demas
aislados evaluados, en particular, los identificados
como Mal35 y Mal33, que tuvieron mortalidades de
100 y 94%, respectivamente. Otros estudios han
reportado una eficacia de M. anisopliae para el
control de larvas de R. microplus que va del 60% al
97% dependiendo de la cepa y la concentracion de
conidios, las larvas son el estado de desarrollo mas
susceptible a los hongos entomopatogenos (Fernandes
y Bittencourt, 2008; Fernandes et al., 2011).

En México, diferentes cepas de M. anisopliae han
sido evaluadas en larvas de R. microplus, encontrando
mortalidades en un rango de 2% a 100% a la
concentracion de 1x108 conidios/ml, las cepas mas
sobresalientes han mostrado valores de mortalidad de
93 a 100% y de 45% a 62% a la concentracién de
1x10% conidios/ml (Ojeda-Chi et al., 2010). Esta
informacion confirma que el comportamiento de las
diferentes cepas es variable en cada estudio, ain en
condiciones de una misma concentracion de conidios,
lo que sugiere que la mortalidad esta influenciada por
factores como los enunciados en parrafos anteriores
asi como por la habilidad del hongo para penetrar
directamente la cuticula de la garrapata utilizando
mecanismos fisicos y enziméticos (Ojeda-Chi et al.,
2011). Los valores de CLso fueron de 2.5x10* y
5.2x10* conidios/ml, para los aislados Mal33 y
Mal35, respectivamente, mismos que resultan
adecuados para el desarrollo de formulaciones
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précticas aplicables en condiciones de campo (Angel-
Sahagun et al., 2010). Los aislados de B. bassiana
mostraron mortalidades de 2.5% a 42.9%, mientras
que el de I. fumosorosea fue de 28.6%, valores que se
consideran poco patdgenos.

El conocimiento integral del ciclo de vida y de
algunas caracteristicas biolégicas de los hongos
entomopat6genos es necesario para determinar con
mayor seguridad el potencial de los mismos como
mico-acaricidas, las caracteristicas de crecimiento y
produccion de esporas en condiciones de laboratorio
proporcionan informacion atil para este fin. Los
aislados evaluados en este trabajo se reprodujeron
facilmente bajo las condiciones de laboratorio usadas
en el estudio; la produccion de esporas fue de
1.0x10%°  conidios/ml, en los hongos mas
sobresalientes y el crecimiento radial de micelio en

esos mismos aislados fue de 3.07 a 3.60 mm/dia. La
temperatura y la humedad relativa tiene un efecto
directo en el crecimiento de micelio asi como en la
produccion de esporas, los mejores resultados en el
laboratorio, de acuerdo a diversos autores, se obtienen
entre 25 a 30°C y < 70% de HR (Ferron 1975;
Ouedraogo et al., 1997; Dimbi et al., 2004; Lemmon
y Jonsson, 2008); las temperaturas arriba o abajo de
este rango inhiben el crecimiento de micelio y la
produccion de esporas (Lubek et al., 2008). En el
presente estudio, la temperatura de cultivo fue de
25+1°C, por lo que se considera que los resultados
observados en el cultivo en el laboratorio son
confiables, si bien podrian desarrollarse protocolos
para identificar la temperatura ideal para que estos
aislados alcancen su maxima produccion in vitro,
como se sugiere en la literatura (Lemmon et al.,
2008).

Tabla 1. Mortalidad, produccion de conidios y crecimiento radial de los hongos entomopatdgenos M. anisopliae
(Ma), B. bassiana (Bb) e I. fumoserosea (Ifr), aislados de suelos de unidades de produccion de ganaderas en
Aguascalientes, México, sobre larvas de la garrapata R. microplus.

Produccion de esporas

Crecimiento radial

Aislado Mortalidad (%0) (conidios/ml) (mm/dia)
Mal35 100 a 1.0x10% a 3.07a
Mal33 94.0a 1.0x10% a 3.60a
Mal36 77.0 bc 6.5x10° b 2.37h
Mal34 70.3¢c 7.8x10° b 1.30c
Mal32 64.6 cd ND ND
Bb114 42.9 de ND ND
Ifr22 28.6¢e ND ND
Bb113 27.0¢ ND ND
Bb115 19.0e ND ND
Bb112 25f ND ND
Control ocof e e

*Valores con diferente letra dentro de la misma columna son estadisticamente diferentes (p< 0.05).

ND = No Determinado.

CONCLUSIONES

El presente estudio ha permitido identificar diferentes
hongos entomopatégenos, de los cuales dos de ellos,
M. anisopliae 135 y 133, mostraron una alta
patogenicidad y virulencia, ademas de adecuadas
caracteristicas de crecimiento y potencial de in6culo
bajo cultivo en el laboratorio, lo que los ubica como
potenciales candidatos a ser empleados como agentes
de control biolégico de R. microplus.
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