ENTOMOTROPICA ISSN 1317-5262
Vol. 25(3): 109-115, Diciembre 2010.

Evaluacion de cepas de Beauveria bassianay Metarhizium anisopliae sobre la
inhibicion de oviposicion, eclosion y potencial reproductivo en una cepa triple
resistente de garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini) (Acari:
Ixodidae)

Manuel Fernandez Ruvalcaba', Angélica Maria Berlanga Padilla’, Carlos Cruz Vazquez', Victor Manuel Hernandez

Velazquez?

'Centro Nacional de Investigaciones en Parasitologia Veterinaria INIFAR Km. 11.5 Carretera Federal Cuernavaca- Cuautla, Col. Progreso,
Jiutepec, Morelos, México, C. P 62550

2Centro de Investigaciones en Biotecnologia, Universidad Autonoma del Estado de Morelos, Av. Universidad 1001 Col. Chamilpa,
Cuernavaca, Morelos, México, C. P 62209

Resumen

FeErNANDEZ RuvaLcaBa M, BErranca Pabinra AM, Cruz VAzquez C, HErNANDEZ VELAZQUEZ VM. 2010.
Evaluacién de cepas de Beauveria bassiana 'y Metarhizium anisopliae sobre la inhibicién de oviposicién, eclosién y
potencial reproductivo en una cepa triple resistente de garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini)
(Acari: Ixodidae). ENTomoTRrOPICA 25(3): 109-115.

En el presente trabajo se evaluaron los efectos de cuatro cepas de Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin,
denominadas Bb-M13]15, Bb-M14J18, Bb-M21]7, Bb-M5J5,y de nueve de Metarhizium anisopliae var. anisopliae
(Metsch.) Sorokin, denominadas Ma-M12]15, Ma-M6J19, Ma-M5]15, Ma-M18J18, Ma-M14J9, Ma-M1]J15,
Ma-M14]J13, Ma-M4J9 y Ma-M5]18, ambas especies de hongos de origen mexicano. La cepa comercial Ma-
M26]J1 fue usada como testigo positivo. Se utiliz6 la técnica de inmersién de hembras repletas de Drummond
durante 60 segundos con cinco concentraciones usando el valor 0,5 como factor de dilucién. Se determiné la
concentracién de inhibicién de oviposicién (CIO), de la eclosién (CIE) y del potencial reproductivo (CIPR).
Cuatro cepas de M. anisopliae Ma-M14]9, Ma-M26]1, Ma- M12]J15, Ma- M1]J15 y una de B. bassiana Bb-M5]5
resultaron altamente infectivas para R. (B.) microplus triple resistente alcanzando un control sobre el potencial
reproductivo de 90 % en concentraciones menores a 37 x 10° de conidios/ml.

Palabras clave adicionales: control biol6gico, hongo entomopatégeno, garrapata del ganado.

Abstract

FerNANDEZ RuvaLcaBa M, BErLanca Pabinia AM, Cruz VAzquez C, HErRNANDEZ VELAZQUEZ VM. 2010.
Evaluation of strains of Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae upon oviposition inhibition, eclosion and
reproductive potential of a triple resistant straing of the tick Rbipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini)
(Acari: Ixodidae). ENTomoTRrOPICA 25(3): 109-115.

'The present study evaluated the effect of four Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin strains Bb-M13]J15, Bb-
M14]J18, Bb-M21]J7 and Bb-M5]J5 and nine Metarhizium anisopliae var. anisopliae (Metsch.) Sorokin strains
namely Ma-M12J15, Ma-M6]J19, Ma-M5]J15, Ma-M18]18, Ma-M14]9, Ma-M1]J15, Ma-M14J13, Ma-M4J9
and Ma-M5]18, both species isolated from Mexico. The commercial strain Ma-M26]J1 was used as a positive
control. Immersion Drummond test of engorged females (during 60 seconds) was used to evaluate the fungi, with
five different concentrations with a value of 0.5 as dilution factor. We determined concentration of inhibition of
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oviposition (OIC), eclosion (EIC) and reproductive potential (RPIC). It was found that four M. anisopliae strains
Ma-M14]J9, Ma-M26]1, Ma- M12J15, Ma- M1J15 and one of B. bassiana Bb-M5]5, were highly infective to

resistant R. (B.) microplus reaching a 90 % of control of the reproductive potential with concentrations less than

37 x 10° conidia/ml.

Additional key words: biological control, cattle tick, entomopathogenic fungi.

Introduccion
La garrapata del ganado, Rbipicephalus
(Boophilus)  microplus  (Canestrini)  (Acari:

Ixodidae), es el ectopardsito mds importante de
la ganaderia tropical y subtropical del mundo.
Se caracteriza por causar diversos dafios, tanto
directos como indirectos, en la produccién de
carne, leche y pieles, siendo ademads un eficiente
vector de la babesiosis y la anaplasmosis bovina

(Nufiez et al. 1985).

El control de R. (B.) microplus, se ha realizado
generalmente por medio de la aplicacién de
acaricidas quimicos, los cuales tienen efectos
adversos para el medio ambiente (Shelton
y Karns 1988, Kunz y Kemp 1994), ademais
de ser costosos. La presiéon desmedida con
estos productos ha favorecido la aparicién del
fenémeno de la resistencia a diversos acaricidas
en poblaciones de R. (B.) microplus en todo
el mundo (Kunz y Kemp 1994), lo que estd
obligando a la busqueda de nuevas opciones
de control no quimico en el futuro inmediato,
particularmente de origen biolégico (De Castro

1997).

Una delas alternativas de control biol6gico que se
ha explorado en los ultimos afios con resultados
promisorios son los hongos entomopatégenos
como Metarhizium anisopliae, Isaria fumosorosea
(=Paecilomyces fumosoroseus) y Beauveria bassiana,
los cuales han demostrado ser patogénicos para
varias especies de garrapatas (Zhioua et al. 1997,
Guedes-Frazzon et al. 2000).

El objetivo del presente estudio fue evaluar el
efecto de 14 cepas de M. anisopliae y B. bassiana
aisladas en México, sobre la inhibicién de

oviposicién (CIO), eclosién (CIE) y potencial
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reproductivo (CIPR) de una cepa triple
resistente de la garrapata R. (B.) microplus.

Materiales y Métodos

Garrapatas

Se utiliz6 una cepa de garrapatas R. (B.) microplus
resistente a los acaricidas organofosforados
(OF), piretroides sintéticos (PS) y amidinas
(Am), denominada cepa triple resistente, la
cual fue mantenida y reproducida en bovinos
de raza Holstein susceptibles de 250 kg de
peso corporal. La cepa se mantuvo mediante
una infestacién artificial con 1g de larvas y
al dia 21 post-infestacién inicié la caida de
hembras repletas, las cuales fueron colectadas,
seleccionadas y homogeneizadas por peso para
realizar los bioensayos.

Hongos
Se  utilizaron 13 cepas de  hongos
entomopatdgenos, proporcionadas por el

Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria-
Direccién General de Sanidad Vegetal de
Tecomdn, Colima, México. De B. bassiana
tueron utilizadas cuatro cepas denominadas Bb-
M13]J15, Bb-M14]J18, Bb-M21]J7, Bb-M5]5, y
de M. anisopliae, nueve cepas denominadas Ma-
M12J15,Ma-M6]J19, Ma-M5]15, Ma-M18]18,
Ma-M14]9, Ma-M1J15, Ma-M14J13, Ma-
M4J9, Ma-M5]J18 y una cepa comercial de M.
anisopliae denominada Ma-M26]1 que se usé
como testigo positivo.

Multiplicacién de los hongos

Las 14 cepas se multiplicaron sobre arroz,

utilizando bolsas de polipapel con 250 g de
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arroz previamente lavado y tratado con 130 ppm
de una mezcla de tetraciclina y furazolidona,
posteriormente se esterilizaron durante 15
minutos y se inocularon con 10 ml de una
suspensiéon de 10° con/ml de cada una de las
cepas a evaluar; se incubaron a 26 + 1 °C, con
totoperiodo de 14:10h durante 16 + 2 dias. Al
término de este tiempo, se procedié a formular
las preparaciones de cada aislado para realizar
los bioensayos. Los conidios de cada cepa fueron
deshidratados y cosechados por tamizado,
primero por tamices de 300p y después por 90
i para eliminar los residuos sélidos (Herndndez
et al. 2003), se suspendieron en agua destilada
conteniendo 0,1 % de Tween 80. La suspensién
fue colocada en tubos estériles de vidrio y
mezclados con un Vortex. La concentracién
de conidios fue estimada con hemocitometro
y ajustada de acuerdo a como se indica en el
bioensayo.

Bioensayos

Para evaluar el efecto de inhibicién de
oviposicién (CIO), eclosién (CIE) y potencial
reproductivo (CIPR) de las cepas de hongos
hacia las garrapatas R. (B.) microplus, se empled
la técnica de inmersién de hembras repletas de
Drummond (Drummond y Whetstone 1969).
Se utilizaron 48 hembras de R. (B.) microplus
con un rango de peso de 0,2 a 0,4 g por cada una
de las cinco suspensiones de conidios a evaluar.
Las garrapatas fueron sometidas a inmersién
durante 60 s partiendo de una dosis de 50 x 10°
hasta 3,125 x 10 conidios/ml utilizando el valor
de 0,5 como factor de dilucidn, el tratamiento se
administré individualmente en placas de cultivo
de 24 pozos utilizando 1,5 ml del biopreparado.
Una vez fuera de los pozos, las garrapatas
se secaron y se incubaron en viales de vidrio
individuales durante 20 dias en cimara humeda
(90 % HR) a 25 °C, realizdndose observaciones
al microscopio a intervalos de 5, 10, 15 y 20 dias
para comprobar el desarrollo de fungosis. Se tuvo
un grupo control que sélo recibié tratamiento

con agua destilada y Tween 80 al 0,1 %. A los 14
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dias de incubacién se retiré la masa de huevos
depositada, se pesé individualmente la cantidad
producida y se tomé una alicuota que se llevé a
incubacién para esperar la eclosién de las larvas.

Para determinar el porcentaje de inhibicién
de la oviposicién, a los 21 dias de incubacién
de las hembras repletas, se retiré la postura
de cada una de ellas, pesando e incubando los
huevecillos bajo condiciones controladas de
humedad y temperatura (28 °C y 90 % HR). Para
realizar los cilculos del efecto del hongo sobre
la oviposicién se realizé la siguiente secuencia,
como es obtener la relacién de nimero de
huevecillos depositados / peso de las hembras

por grupo y lote:

(peso de huevecillos en gramos)x(20 000)

OP = x(100)

Peso de hembras en gramos

Una vez obtenido este pardmetro, tanto para
individuos tratados como para testigos, se
procedié a calcular:

(OP/T - OP/t) (100)
(OP/T)

% 10 =

Donde:

O/PT = Reproduccién estimada del grupo
testigo.

O/Pt =

tratado.

Reproduccién estimada del grupo

Para calcular la eclosién de larvas se tomaron
cinco alicuotas y se realiz6 el conteo de
cascarones rotos y no rotos hasta completar 100
huevos contados, procedentes de una muestra de
huevo de 1 g incubada a 28 °C y 90 % HR por
35 dias y previamente homogenizada. Con los
resultados de los conteos se obtiene el promedio
de eclosién para los diferentes tratamientos.

Para determinar el porcentaje de efectividad
sobre el potencial reproductivo (CIPR) se aplico
la siguiente férmula:
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(A) XL) (D) (XL) (100)
(XL) (C) XL)

% IPR=1 -

Donde:

A = Namero promedio de garrapatas del lote
testigo antes del tratamiento.

B = Numero promedio de garrapatas del lote
testigo por dia, fase o ciclo completo posterior
al tratamiento.

C = Numero promedio de garrapatas del lote
tratado antes del tratamiento.

D = Namero promedio de garrapatas del lote
tratado por dia, fase o ciclo completo posterior
al tratamiento.

XL = Nimero promedio de larvas viables el cual
se obtiene de la siguiente férmula:

L= (Phg) (200 000) (E.C. % eclosién)

X
No. de hembras

Phg = Peso de huevecillos en gramos.

200000 = Constante, nimero promedio de
larvas presentes en 1 g.

FC. % Eclosién = Fraccién centesimal del
porcentaje de eclosién (Drummond et al. 1967,

Drummond y Whetstone 1969).

Los datos fueron analizados mediante la
metodologia Probit utilizando el programa
POLO-PC (LeOra Software 2002), y se
determinaron las CL, ,, ,, sobre los pardmetros
reproductivos.

Resultados

Los bioensayos dosis-respuesta mostraron
ajuste en cuanto a las respuestas obtenidas
sobre los paridmetros reproductivos evaluados
in vitro (Cuadros 1y 2). Los mejores resultados
para el parimetro de inhibicién del potencial
reproductivo (CIPR), se observaron en las cepas

Ma-M14]9, Ma-M26]1, BbM5]5, Ma-M12]15
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y Ma-M1J15; en todos los casos, la CL 90 se
alcanzé al emplear concentraciones menores a
37 x 10° conidios/ml.

Los resultados encontrados muestran que
para alcanzar a inhibir la oviposicién y el
potencial reproductivo en un 90 % (CIO,,
y CIPR,), las cepas que mostraron el mejor
desempefio en los bioensayos, no coinciden
con las cepas que presentaron un mejor efecto
sobre la inhibicién de la postura de huevos. Sin
embargo, la emergencia de larvas a partir de
huevos provenientes de hembras que fueron
tratadas con los hongos entomopatégenos se ve
disminuida, de tal forma que el control sobre el
desempefio reproductivo resulta considerable.

Discusion

Los resultados observados con las cepas
prospecto son similares a los rangos de valores
encontrados por otros autores en trabajos y
condiciones similares (Guedes-Frazzon et
al. 2000, Kaaya y Hassan 2000, Zhioua et al.
1997, Smith et al. 2000). Sin embargo, las
concentraciones minimas requeridas para inhibir
tanto el potencial reproductivo (CIPR) como la
oviposicién (CIO) en un 99 %, se encontraron
fuera del alcance de las concentraciones
utilizadas en el presente ensayo. No obstante,
al tratarse de un método de control biolégico
y no quimico, los resultados encontrados para
controlar el potencial reproductivo en un 90 %,
resultan aceptables, mds ain cuando la prueba
utiliza garrapatas repletas, estadio en que son mas
tolerantes al menos al control quimico. El testigo
positivo empleado se comporté adecuadamente
conforme a lo previamente establecido para esta

cepa (Ferndndez et al. 2005).

Si bien es cierto que para suprimir la
oviposicién se requieren concentraciones de
los entomopatégenos sumamente elevadas, la
eclosion se ve afectada con las concentraciones
utilizadas no permitiendo la emergencia de
larvas infestantes de manera normal, obteniendo
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Cuadro 1. Porcentaje de inhibicién de la oviposicién (CIO) y del potencial reproductivo (CIPR) de hembras repletas de

una cepa de Rhipicephalus (Boophilus) microplus triple resistente, tratadas con diferentes cepas de Beauveria bassiana.

Cepa Pardmetro Concentracién (x 10° conidios/ml) CL (x 10° con/ml)

evaluado 50 25 12,5 6,25 3,125 50 90
A R
T A
A R
T R R

CL: concentracién letal; ND: no determinado

Cuadro 2. Porcentaje de inhibicién de la oviposicién (CIO) y del potencial reproductivo (CIPR) de hembras repletas de
una cepa de Rbipicephalus (Boophilus) microplus triple resistente, tratadas con diferentes cepas de Metarhizium anisopliae.

Cepa 1;:arametro Concentracién (x 10° conidios/ml) CL (x 10° con/ml)

valuado 50 25 12,5 6,25 3,125 50 90
wemgy SO 2 F B ® w6 1
S U R S S S T (Y
el S T R R T S
L A R R S N S (Y
i T S T S S R
S S U VN S N S VR
MeMUS  Gpr o w e e 3 a7
MM x5 s w s s toms
wews gno @ P @ n
wemgo SO0 2B X8 B8 10

CL: concentracién letal

un control aceptable sobre este parimetro. Este
hecho es importante resaltarlo debido a que al
tratarse de un control no quimico, el resultado
encontrado muestra el potencial que presentan
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los micoixodicidas en el control de garrapatas
multiresistentes, lo cual responde en su medida
a las actuales demandas que hay para combatir
a esta plaga de la ganaderia, sin menoscabo de



ENTOMOTROPICA 25(3): 109-115. Diciembre/December 2010

los acaricidas quimicos con los que podrian ser
combinados y usados estratégicamente no sélo
contra garrapatas (Pachamuthu et al. 1999).

Los bioensayos realizados demuestran que
el desempefio de las cepas experimentales es
variable, representando los mejores prospectos
encontrados una  herramienta  potencial
indispensable para futuros experimentos a
realizar sobre bovinos infestados en forma
artificial en estudios de establo y naturalmente
infestados en estudios de campo.

No obstante que la aplicacién de métodos de
control no quimico es una tendencia actual como
parte del Manejo Integrado de Plagas, se requiere
realizar ensayos a nivel de campo que permitan
desafiar bajo condiciones multifactoriales,
formulaciones de hongos entomopatégenos
(micoixodicidas) que demuestren su viabilidad
para el control de garrapatas en condiciones
naturales. Esta caracteristica particular resalta la
importancia de ampliar este tipo de pruebas a
regiones en donde se estd aplicando el combate
quimico contra una plaga, ya que nos permite
establecer estrategias de control y organizar los
recursos disponibles de una forma mds adecuada.

Por dltimo, es importante sefialar que las posibles
implicaciones de los resultados encontrados en
el presente trabajo, podrian involucrar tanto
garrapatas como otras especies de pardsitos y
formas de utilizacién (de Souza-Basso et al.

2005, Kanga et al. 2003).

Conclusiones

Los resultados obtenidos en el presente ensayo
muestran que las cepas Ma-M14J9, Ma-M26]1,
Ma-M12]15,Ma-M1J15 de M. anisopliae y Bb-
MS5]J5 de B. bassiana tienen accién patogénica
para hembras repletas de la cepa de R. (B.)
microplus triple resistente y presentan potencial
para el control biolégico de garrapatas del
ganado.
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