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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar la eficacia
de Metarhizium anisopliae para el control de
Rhipicephalus microplus en ganado bovino infestado
naturalmente. El estudio se realizé en una unidad de
produccion de ganado bovino ubicada en el tropico
Mexicano. Se formaron dos grupos de 10 bovinos
basado en el ndmero de garrapatas R. microplus
adultas y fases juveniles (larvas y ninfas). Los
animales del grupo tratado (promedio de 73.4 y 27.5
garrapatas adultas y juveniles respectivamente)
fueron asperjados con una mezcla de dos cepas de M.
anisopliae (Mal4+Ma34) a una concentracién de
1x10° conidios/ml. El grupo control (promedio de
777 'y 24.7 ogarrapatas adultas y juveniles
respectivamente) fue asperjado con agua+Tween80.
Cada grupo recibi6 cuatro aplicaciones cada 14 dias.
En los dias 0, 3, 5, 7 y 14 post-tratamiento se conto el
namero de garrapatas R. microplus adultas y fases
juveniles. A partir de la primera aplicacion del
tratamiento hasta la Gltima, los animales del grupo
tratado presentaron una disminucién (P<0.05) en el
nimero de garrapatas R. microplus adultas (30.9-87
%) vy fases juveniles (35.8-72 %). Estos resultados
demuestran que el tratamiento repetido con la mezcla
de las cepas Mal4+Ma34 de M. anisopliae puede ser
empleado como una alternativa para el control de
infestaciones naturales de R. microplus en ganado
bovino del trépico mexicano.

Palabras clave: Metarhizium anisopliae; Hongos;
Entomopatdgeno; Rhipicephalus microplus; Control
biolégico; Bovino.
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SUMMARY

The objective of the present study was to evaluate the
efficacy of Metarhizium anisopliae on the control of
Rhipicephalus microplus in cattle infested naturally in
the Mexican tropics. The study was carried out on a
ranch in the Mexican tropics. Base on the number of
adult and immature (larvae and nymphs) R. microplus
ticks 20 steers were assigned into two groups of 10
cattle. Animals in the treated group (average of 73.4y
27.5 adult and immature ticks respectively) were
sprayed with a mixture of Mal4+Ma34 of M.
anisopliae at a concentration of 1x10® conidios/ml.
The other group remained as untreated control
(average of 77.7 y 24.7 adult and immature ticks
respectively) and treated with water+Tween 80. Each
group received 4 applications every 14 days. Adult
and immature stages of ticks were recorded on days 0,
3, 5 7 and 14 post-treatment. From the first
application treatment to the end of the experiment,
animals in the treated group had lower counts (P <
0.05) of adult (30.9-87 %) and immature (35.8-72 %)
ticks. The results demonstrate the efficacy of repeated
treatment with the strains Mal4+Ma34 of M.
anisopliae can be used as an alternative to control
natural infestation of R. microplus on cattle in the
Mexican tropics.

Key words: Metarhizium anisopliae; fungi;
entomophatogenic; Rhipicephalus microplus;
Biological control; Cattle.
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INTRODUCCION

La garrapata Rhipicephalus microplus (R. microplus)
es el ectoparasito que produce mayores pérdidas
econdmicas en el tropico y subtrépico mexicano,
debido a los altos costos asociados al control y a las
enfermedades que trasmite (Rodriguez-Vivas et al.,
2005). En México, el control de R. microplus se basa
principalmente en el uso de antiparasitarios tales
como: Organofosforados, Piretroides sintéticos,
Amidinas y Lactonas macrociclicas. Sin embargo, el
uso continuo de antiparasitarios ha propiciado el
desarrollo de poblaciones de garrapatas resistentes,
con amplia distribucion mundial, incluyendo a
México (Rodriguez-Vivas et al., 2011). Esto ha
propiciado la necesidad de buscar alternativas no
quimicas de control de garrapatas que no afecten al
ambiente y a la salud de los humanos (Fernandez-
Ruvalcaba et al., 2005; Rodriguez-Vivas et al., 2006,
2007).

Entre los métodos de control no quimicos se
encuentran la seleccién de razas de bovinos
resistentes, vacunas antigarrapatas, manejo de

praderas y el control biolégico (Rodriguez-Vivas et
al., 2005; Ojeda-Chi et al.,, 2010). ElI control
bioldgico basado en el uso de hongos
entomopatogenos ha demostrado buena eficacia para
el control de varios géneros de garrapatas, entre los
que se encuentran Amblyomma y Rhipicephalus
(Fernandes y Bittencourt, 2008). Las especies de
hongos entomopatégenos que han demostrado
eficacia contra garrapatas son Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae, Isaria farinosa
(=Paecilomyces farinosus) y Lecanicillium lecanii
(=Verticillium lecanii), siendo B. bassiana y M.
anisopliae las especies méas estudiadas y las que han
demostrado mayor eficacia contra garrapatas (Ojeda-
Chi et al., 2010, 2011; Fernandes et al., 2012).

En condiciones in vitro e in vivo M. anisopliae ha
demostrado eficacias que van de 50-100 % para el
control de todas la fases de desarrollo de R.
microplus, afectando su indice reproductivo,
longevidad, eclosion, entre otros: La eficacia de M.
anisopliae puede variar dependiendo de la cepa,
virulencia y condiciones de temperatura y humedad
ambiental (Fernandes y Bittencourt, 2008; Polar et
al., 2008; Ojeda-Chi et al., 2011; Fernandes et al.,
2012).

En México, la cepa Ma34 de M. anisopliae ha
demostrado ser eficaz para el control de fases adultas
de R. microplus en condiciones in vitro (100 % de
eficacia, Ojeda-Chi et al., 2010) e in vivo sobre
bovinos (40-90 % de eficacia, Alonso-Diaz et al.,
2007). La cepa Mald y la mezcla de las cepas
Mal4+Ma34 han demostrado tener mejor eficacia
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para el control de larvas de R. microplus en
condiciones in vitro y en praderas (Ojeda-Chi et al.,
2010); sin embargo, la mezcla de ambas cepas para el
control simultaneo de las fases adulta y juveniles
(larvas y ninfas) de R. microplus en bovinos no ha
sido probada. Por tal motivo el objetivo del presente
estudio es evaluar la eficacia de la mezcla de las
cepas Mal4+Ma34 de M. anisopliae para el control
de R. microplus sobre fases adulta y juveniles en
ganado bovino infestado naturalmente en el tropico
mexicano.

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

El estudio se realiz6 en una unidad de produccion de
ganado bovino ubicada en el municipio de Tizimin,
Yucatan, México. El clima de la region es tropical
sub-himedo con lluvias en verano. La temperatura
méaxima fluctla entre 35 °C y 40 °C (con una media
de 26.6 °C). La humedad relativa (HR) varia de 65-
100 % (media de 80 %) y precipitacion pluvial de
1290 mm al afio (INEGI, 2002). El estudio se realiz6
de mayo a julio de 2011.

Cepas de Metarhizium anisopliae y condiciones de
cultivo

Las cepas Ma34 y Mal4 provienen de la coleccion de
hongos entomopatdgenos de la Universidad de
Colima, México. Los hongos fueron cultivados en
agar dextrosa Sabouraud (Moorhouse et al., 1993),
con 500ppm de cloranfenicol (Sneh, 1991) y se
incub6 durante 3 semanas a 25+1 °C y 70 % de
humedad relativa (Barson et al., 1994). Los conidios
fueron extraidos y suspendidos en agua estéril con
Tween 80 (0.1 %) y posteriormente colocadas en
tubos de vidrio y homogenizados con un vortex. La
concentracion de los conidios fue determinada
mediante un hemocitémetro de Neubauer para
obtener una concentracién de 1x10® conidios/ml, la
cual se diluy6 en 0.1 % de Tween 80. Para determinar
la viabilidad de las colonias se coloc6 100 pl de la
suspension en agar dextrosa Sabouraud y se incub6 a
25+1 °Cy 70 % de humedad relativa (Barson et al.,
1994). A las 48 horas se evalud la viabilidad de las
esporas (esporulacion, crecimiento vegetativo vy
germinacion de los conidios) (Lacey et al., 1994).

La produccion masiva de cada cepa de M. anisopliae
se realiz6 de manera independiente en bolsas de
polipropileno de alta densidad con 200g de arroz.
Previamente el arroz fue remojado en agua destilada
conteniendo 500 ppm de cloranfenicol durante 40
minuto y esterilizado en autoclave a 121 °C durante
15 minutos a 1.4 libras/presion. Cada bolsa fue
inoculada con 10 ml del hongo a una concentracion
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de 1x10® conidios/ml usando una aguja estéril (la
puncion fue sellada) y posteriormente incubadas
durante 21 dias a 25 °C, 12 horas luz- oscuridad
(Lezama y Murguia, 1990). Posteriormente los
conidios se cosecharon mediante lavado de los
arroces con Tween 80, filtrados y centrifugados a
3600 g por 15 minutos, conservando los conidios en
polvo y a temperaturas (4 °C) de refrigerador hasta su
uso.

Estudio de campo

Para este estudio se emplearon 20 bovinos hembras
Bos taurus x Bos indicus, cuyas edades fluctuaron
entre 9 y 12 meses de edad y con un peso promedio
de 220 a 250 kg de peso vivo. Los animales
realizaron pastoreo nocturno, con duraciéon de 12
horas, en praderas con gramineas (Panicum
maximum, Cynodon nlemfuensis) y leguminosas
(Leucaena leucocephala), y recibieron agua y sales
minerales ad libitum; durante el dia permanecian
estabulados en los corrales. Asimismo, recibieron
suplemento alimenticio a razn de 1 % del peso vivo
del animal. Todos los bovinos fueron llevados a
potreros con infestaciones naturales de garrapatas
(Arieta-Roman et al., 2010) sin recibir tratamiento
acaricida por un periodo de 45 dias previos al
experimento.

Al dia O se realizd un conteo de garrapatas en las
fases adulta y juveniles (larvas y ninfas) siguiendo las
técnicas descrita por Wharton y Utech (1970) y Cen 'y
Rodriguez (2003) respectivamente. Se determind el
nimero de garrapatas adultas y juveniles por animal
para formar dos grupos homogéneos de 10 animales
cada uno (promedios de 73.4 y 77.7 garrapatas
adultas, asi como 24.7 y 27.5 garrapatas juveniles).
Los animales de cada grupo fueron identificados con
aretes de distinto color y nimeros correlativos.

La preparacion del tratamiento consisti6 en una
mezcla de dos cepas (Mal4+Ma34) de M. anisopliae
a una concentracion de 1x10° conidios/ml, empleando
el 50 % del volumen final de cada cepa, las cuales
fueron diluidas en una solucién preparada con agua y
Tween 80 al 0.1 % (1 ml Tween 80/1 litro de agua).
Una vez obtenida la solucidn con el hongo, los animales
del grupo tratado fueron asperjados empleando una
bomba tipo mochila con una capacidad de 15 litros,
usando un total de 5 litros de solucién por animal . Los
animales del grupo control fueron asperjados con
agua y Tween 80 recibiendo 5 litros por animal. Cada
grupo de animales fue asignado a 8 praderas realizando
rotaciones cada tercer dia.

El tratamiento se aplicé cada 14 dias y el nimero de
garrapatas adultas y juveniles se cuantificé los dias 0,
3, 5, 7y 14 postratamiento (PT) (Alonso et al., 2007).
La aplicacion de los tratamientos se realizé a las 18:00
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h para evitar la radiacién solar y permitir una mayor
persistencia y viabilidad de los conidios en el area
aplicada (Polar et al., 2005b, 2012). Para identificar
alguna reaccidn adversa asociada al tratamiento, durante
la aplicacidn de los hongos y dias posteriores, todos los
animales fueron inspeccionados fisicamente para
verificar la integridad de la piel y los posibles efectos en
vias respiratorias.

Andlisis estadistico

En cada evaluacion, las garrapatas adultas y juveniles
del grupo control y tratado fueron contabilizados y
comparadas usando el modelo ANOVA de medidas
repetidas para ver las diferencias a través del tiempo
entre grupos (SAS, 2008). Se considerd un nivel de
significancia de P<0.05. Asimismo, la eficacia del
tratamiento con M. anisopliae fue evaluada usando la
férmula descrita por Morin et al. (1996):

A-B
% Eficacia = —a X100

A = Media del grupo control.
B = Media del grupo tratado.

RESULTADOS

Durante el experimento no se identificaron dafios en
la piel y efectos adversos en vias respiratorias en los
animales que recibieron tratamiento, permaneciendo
fisicamente sanos hasta la conclusion del mismo.

En la Tabla 1 se observa el nimero promedio de
garrapatas adultas y la eficacia demostrada por la
mezcla de las cepas Mal4+Ma34 del hongo M.
anisopliae contra garrapatas adultas en infestaciones
naturales. A partir de la primera aplicacion del
tratamiento hasta el final del experimento se encontr
una disminucién en el nimero de garrapatas en los
animales del grupo tratado (de 73.4 a 2.2 garrapatas
promedio por animal). Por otra parte, la eficacia se
hizo notable desde el tercer dia de la primera
aplicacion del tratamiento. A partir del dia 7 de la
segunda aplicacion se observaron las mayores
eficacias (44.0 a 87.7 %). Las diferencias estadisticas
(P < 0.05) en el nimero de garrapatas de R. microplus
entre los grupos control y tratado se presentaron en
los dias 7 y 14 PT en la segunda, tercera y cuarta
aplicacion. En la Tabla 2 se presenta el nimero
promedio y la eficacia de M. anisopliae sobre las
fases juveniles de R. microplus en infestaciones
naturales. Se encontrd diferencia estadistica (P <
0.05) a partir del dia 7 PT de la primera aplicacion de
la mezcla del hongo (eficacia de 35.8 a 72 %). En la
segunda y cuarta aplicacion de la mezcla del hongo
en todos dias PT se encontré diferencias estadisticas
significativas entre los grupos control y tratado.
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Tabla 1. Promedio y eficacia de Metarhizium anisopliae (cepas Mal4+Ma34) sobre garrapatas adultas de

Rhipicephalus micropus (4.5-8.0mm).

Dias de Tratamiento

Control

Tratamiento conteo MediaxDE Rango Media=DE  Rango Eficacia F
1 0 73.4+20.7  44-98 77.7+176  46-98 NA 1.38
3 37.4+134  22-56 58.8+21.8  36-96 36.4* 2.64
5 485+169  16-70 545+31.3  32-116 11.0 341
7 485+21.8  16-74 70.2+289  42-116 30.9.* 1.76
14 9.4+39 2-14 11.7+76 6-28 19.6 3.70
2 3 148 +27 10-18 20.5+ 3.7 16-28 27.8 1.82
5 15.1+5.1 8-20 240+54 16-30 37.0 1.10
7 11.1+4.2 4-18 25.1+4.7 20-32 55.7* 1.21
14 18.2+9.2 4-26 325+158  20-66 44.0* 291
3 3 12.2+5.0 8-20 245+123  16-52 50.2 5.90
5 94+47 2-14 174472 8-28 45.9 2.37
7 22+17 0-4 18+2.3 14-20 87.7* 1.64
14 5.1+3.8 0-10 245+56 16-30 79.1* 2.18
4 3 5.7+4.2 0-10 145+11.4  8-40 60.6 7.27
S 57+3.1 2-10 18.5+9.6 10-38 69.2* 9.38
7 25+27 0-6 15.7+7.3 10-30 84.0* 7.07
14 9.4+5.6 0-16 30.5+9.7 18-44 69.1* 3.02
*Diferencia estadistica P < 0.05 entre el grupo tratado y control en cada muestreo, DE: Desviacion estandar,
NA: No aplica
DISCUSION reportaron eficacias de >50 % a concentraciones de

M. anisopliae es considerado uno de los agentes
promisorios para el control biolégico de garrapatas
(Ojeda-Chi et al., 2011; Fernandes et al., 2012). En
condiciones de laboratorio M. anisopliae ha
demostrado ser eficaz para el control de las fases
adulta y juveniles de R. microplus; en estudios
previos la cepa Ma34 y la mezcla de Mal4+Ma34
presentaron 100 % de eficacia para el control de
garrapatas adultas en condiciones in vitro (Ojeda-Chi
et al., 2010, 2011). En el presente estudio la mezcla
de M. anisopliae presentd eficacias significativas
estadisticamente que van de 30.9 a 87.7 % para el
control de garrapatas adultas en infestaciones
naturales de bovinos, siendo mas evidente en los dias
7'y 14 del segundo, tercer y cuarto tratamiento. Estos
resultados son similares a los encontrados en
Veracruz, México por Alonso-Diaz et al. (2007),
quienes reportaron eficacias de 40 a 91 % empleando
la cepa Ma34 de M. anisopliae sobre bovinos
infestados con garrapatas adultas de R. microplus; sin
embargo, en este estudio realizado en Veracruz no se
evaluo la eficacia contra fases juveniles de garrapatas.
Asimismo, Castro et al. (1997) y Polar et al. (2005a)
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1x10%, en ganado estabulado bajo infestaciones
naturales. En otro estudio, Kaaya et al. (2011)
asperjaron conidios de M. anisopliae en formulados
de aceite para el control de R. evertisi evertsi y R.
decoloratus en bovinos infestados artificialmente y
mantenidos en el campo, encontraron una eficacia de
> 70 %. Ojeda-Chi et al. (2011) mencionan que
ademds de provocar la muerte de las garrapatas
adultas, M. anisopliae reduce la oviposicién, la masa
de huevos y la eclosion de R. microplus, lo que
presenta un buena alternativa como agente biocontrol.
En el presente estudio se observd que el hongo tiene
un efecto significativo a partir del dia 7 PT en tres de
los cuatro tratamientos. Este comportamiento es
similar a los resultados de Ojeda-Chi et al. (2010)
quienes encontraron que a partir del dia 8 el hongo
inicia su efecto entomopatégeno en garrapatas R.
microplus. Arruda et al. (2005) reportaron que la
invasion masiva de M. anisopliae se inicia a los 3 dias
de infeccion y la diseminacion del hongo en los
organos de la garrapata se presenta generalmente a los
4 dias de la infeccidn, para posteriormente producir
las primeras mortalidades por acciones fisicas y
enzimaticas tales como destruxinas y citocalacinas.
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Tabla 2. Promedio y eficacia de Metarhizium anisopliae (cepas Mal4+Ma34) sobre garrapatas juveniles (larvas y

ninfas) de Rhipicephalus microplus.

Dias de

Tratamiento

Control

Tratamiento conteo Media + DE Rango Media £DE Rango Eficacia F
1 0 275+125 12-54 247+74 14-36 NA 2.79
3 33.0+12.3 16 — 56 357+153 24-60 7.6 1.21
5 31.7+9.0 16-44 332+71 24-42 45 1.61
7 23.7+6.0 14 -32 432+106  28-60 45.0* 3.05
14 92+21 6-12 10721 8-14 139 1.00
2 3 15.5+3.3 10-20 26.2+59 18-36  40.9* 3.22
5 142 +6.1 8-26 29.7+9.2 16 -48 52.1* 2.22
7 13.0+5.3 8-20 20.2+2.9 18-24 358* 3.36
14 95+4.9 2-16 19.2+6.7 12-32 50.6* 1.83
3 3 10.5+3.1 616 15.0+5.7 8-22 300 331
S 10.5+5.0 4-18 16.2+7.9 8-28 353 243
7 42+19 2-8 8.2+16 6-12 48.4* 141
14 7.7+39 4-14 13.2+7.2 8-30 41.5* 3.41
4 3 10.0+ 3.2 6-16  15.7+5.4 10-26 36.5* 2.93
5 95+3.8 6-18 26.0+123 14-54  63.4* 10.50
7 52+3.0 0-10 18.7+84 10-38 72.0* 7.92
14 77+16 6-10 17.0%5.1 12 -28 54.4* 9.43

*Diferencia estadistica P < 0.05 entre el grupo tratado y control en cada muestreo,

DE: Desviacion estandar, NA: No aplica

Por otra parte, Ojeda-Chi et al. (2010) evaluaron el
efecto de la mezcla de M. anisopliae (Mal4+Ma34)
en condiciones de laboratorio sobre larvas de R.
microplus encontrando un 90 % de eficacia. En el
presente estudio aunque la mezcla de las cepas
Mal4+Ma34 no alcanzé el 90 % de eficacia
encontrada en condiciones in vitro, la mezcla de los
hongos logré alcanzar una razonable eficacia de 35.8
% a 72.0 % para el control de fases juveniles en
bovinos infestados naturalmente. El presente estudio
esel el primero en reportar el efecto del hongo para
el control de fases juveniles de R. microplus en
bovinos infestados naturalmente.

En condiciones de campo la patogenicidad de M.
anisopliae  estd  influenciada  por  factores
macroclimaticos (temperatura, humedad y radiacion
solar) y microclimaticos (composicion quimica de las
secreciones de la piel del animal, microflora y
temperatura de la piel), los cuales influyen en el nivel
de infeccion de M. anisopliae (germinacion y
penetracion) (Fernandes y Bittencourt, 2008; Leemon
y Jonsson, 2008; Dantigny y Nanguy, 2009). Leemon
et al. (2008) evaluaron la eficacia de M. anisopliae en
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condiciones de laboratorio y de campo sobre bovinos,
estos autores reportaron baja mortalidad de garrapatas
sobre los animales en comparacion con la mortalidad
obtenida en condiciones de laboratorio. Los autores
concluyeron que los factores microcliméaticos de los
animales afectan negativamente a las esporas que se
inoculan sobre las garrapatas durante el proceso de
aspersién de los animales. Los resultados obtenidos
por estos autores coinciden con lo encontrado en el
presente estudio donde la eficacia de la mezcla de los
hongos no alcanzé el 90-100 % como fue obtenido
previamente en condiciones de laboratorio (Ojeda-
Chi et al., 2010). En otro estudio, Polar et al. (2005a)
evaluaron el efecto de la radiaciéon solar sobre la
temperatura corporal de los animales, asi como el
efecto de la temperatura corporal sobre la
sobrevivencia de las esporas de M. anisopliae. Los
autores reportaron que las areas del cuerpo expuestas
a la radiacion solar presentaban mayores temperaturas
(35-40 °C) y por consiguiente menor eficacia del
hongo en comparacion con las areas del cuerpo sin el
efecto de la radiacion solar (30-35 °C). M. anisopliae
se adhiere, penetra y germina en las garrapatas en las
primeras 24 h PT (Arruda et al., 2005); en el presente
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estudio el tratamiento aplicado en horas con baja
radiacién solar (18:00 horas), pudo haber favorecido a
la buena eficacia del hongo para el control in vivo de
R. microplus. Ademas de su eficacia, M. anisopliae
actia sobre hospederos especificos  (grupos
entomoldgicos) y es seguro para el ser humano y
medio ambiente (Goettel y Johnson, 1992; Rath et al.,
19953, b; Kaaya y Hassan, 2000).

Los resultados de este estudio demostraron que el
tratamiento con las cepas Mal4+Ma34 de M.
anisopliae presenta buena eficacia para el control de
garrapatas adultas y fases juveniles de R. microplus
en infestaciones naturales. Este hongo representa una
buena alternativa para el control de R. microplus; sin
embargo, es necesario realizar mas estudios
enfocados a mejorar la eficacia del hongo en
condiciones de campo e incluirlo dentro del programa
de control integral de garrapatas, para reducir la
dependencia de los acaricidas.
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