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RESUMEN: Rhipicephalus microplus es el ectoparasito mas importante
en bovinos, su presencia reduce la produccion, ocasiona pérdida de peso y es vector de
enfermedades como anaplasmosis y babesiosis. El control de garrapatas se realiza
mediante el uso de ixodicidas favoreciendo el desarrollo de garrapatas resistentes y
generando residualidad, lo que sugiere la utilizacion de sistemas alternativos de control.
Con el fin de evaluar la eficienciain vitro de Cordyceps bassiana (Cepa
BbF2011),Metharizium anisopliae (Cepa MAF1309) y productos quimicos en la fase
adulta deR. microplus se colectaron garrapatas hembras pletoricas de bovinos, se
empled la técnica de inmersién de Drummond utilizando una dilucién de 1x10° esporas-
ml para los hongos, un organofosforado (OF) al 97%, un piretroide (PS) al 15% y
amitraz (AM) al 20,8%. Las garrapatas tratadas con C. bassiana alcanzaron el 100% de
mortalidad el dia 10 post-tratamiento (PT), seguida de M. anisopliae y OF los cuales
Ilegaron al 100% de mortalidad los dias 11 y 14, respectivamente. Los tratamientos con
AM, PS y control no alcanzaron el 100% de la mortalidad. El efecto deC.
bassiana y M. anisopliae sobre la fase adulta de garrapatas genera nuevas alternativas
de control deR. microplus.

Palabras clave: control quimico, garrapatas, hongos entomopatdgenos,Rhipicephalus
microplus (Decs).

In vitro efficiency of entomopathogenic fungi and chemicals on Rhipicephalus
microplus

ABSTRACT: Rhipicephalus microplus is the most important ectoparasite in cattle and
its presence reduces production, causes weight loss and is a vector of diseases such as
anaplasmosis and babesiosis. Ticks control is carried out by the use of ixodicides
favoring the development of resistant ticks and generating residuality, which suggests
the use of alternative control systems. To evaluate the in vitro efficiency of Cordyceps
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bassiana (Strain BbF2011), Metharizium anisopliae (Strain MAF1309) and chemical
products in the adult phase of R. microplus, female ticks were collected from bovines
using the Drummond immersion technique with dilution of 1x108 spores-ml for fungi,
organophosphorus (OF) to 97%, pyrethroid (PS) to 15% and amitraz (AM) to 20.8%.
Ticks treated with C. bassiana reached 100% mortality on day 10 post-treatment (PT),
followed by M. anisopliae and OF, which reached 100% mortality on days 11 and 14
respectively. The treatments with AM, PS and control did not reach 100% mortality.
The effect of C. bassiana and M. anisopliae on the adult stage of ticks generates new
alternatives for the control of R. microplus.

Key words: ticks, entomopathogenic fungi, chemicals, Rhipicephalus microplus.

Introduccion

En la actualidad se reconocen mas de 907 especies de garrapatas distribuidas en el
mundo (Cortes-Vecino et al., 2010), muchas de ellas pueden transmitir patbgenos como
bacterias, helmintos, protozoos y virus que afectan al hombre y animales domésticos
(Brahma et al., 2014; Galay et al., 2015). Sin embargo, la garrapata Rhipicephalus
microplus, conocida como garrapata comdn del ganado bovino, es sin duda el
ectoparasito que con mayor frecuencia parasita los ganados en las regiones en Centro,
Sudamérica (Gonzalez et al., 2011), Australia y parte de Africa (Cortes-Vecino et al.,
2010). Chagas et al. (2014) coinciden con De Clercq et al. (2015) al afirmar aR.
microplus como una de las especies de garrapatas con mayor distribucion en regiones
tropicales y subtropicales del mundo afectando aproximadamente el 80% de la
poblacion bovina, encontrandose desde el nivel del mar hasta los 2903 msnm y a
temperaturas que oscilan entre 15 y 34°C (Cortes-Vecino et al., 2010).

Debido a los hébitos hematdfagos del parasito, su presencia es considerada uno de los
principales problemas de salud pablica con gran impacto econémico en la ganaderia
bovina del mundo (Rodriguez-Vivas et al., 2010). Ren et al. (2012) y Antunes et al.
(2015) indican que R. microplus es una de las garrapatas de mayor relevancia por ser
considerada vector de enfermedades en animales, especificamente transmite babesiosis
(Babesia bigemina y Babesia bovis) y anaplasmosis (Anaplasma marginale). Ademas,
se describe como a partir de 20-30 garrapatas por animal se producen pérdida de peso,
dafos en la piel por accion de las picaduras, pérdida de sangre, debilitamiento, estrés,
disminucion en la produccién de leche y menor eficiencia reproductiva del hato
(Rodriguez-Vivas et al., 2010; Rodriguez-Vivas et al., 2012).

La presencia de este ectoparasito ocasiona gran impacto a nivel econémico dentro de las
explotaciones ganaderas. A nivel mundial se registran pérdidas entre 2000 a 3000
millones de dolares (FAO, 2013). Monteiro et al. (2014) coinciden en establecer a R.
microplus como uno de los principales obstaculos en la produccion ganadera en
regiones tropicales y subtropicales. Se estima que es la responsable de pérdidas
econdmicas anuales que rondan los $US 2,5 billones alrededor del mundo, mientras en
Colombia las pérdidas ascienden a 76.713 millones de pesos por afio (Cortes-Vecino et
al., 2010).
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Los métodos actuales para el control de la garrapata implican el uso de métodos
quimicos y no quimicos. Las estrategias de control de esta parasitosis incluyen 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 (Rodriguez-Vivas et al., 2012; Cruz-Vazquez et al., 2015).
Diversos estudios han comprobado que el uso de hongos entomopatégenos no solo
causa la mortalidad de muchas especies de garrapatas, sino que también tiene gran
eficacia sobre su reproduccion (Fernandez et al., 2010; Pulido-Medellin et al., 2015;
Garcia-Corredor et al., 2016), constituyéndose como una de las alternativas no quimicas
para su control (Cardona et al., 2005; Ortiz-Urquiza et al., 2015).

Se ha demostrado la eficacia de M. anisopliae tanto en estudios in vitro (Cardona et al.,
2005; Quinelato et al., 2012) como en su efectividad in vivo para el control de las
diferentes fases evolutivas de R. microplus en bovinos (Leemon & Jonsson, 2008),
disminuyendo la tasa de ovoposicion y eclosion, ademas de producir la muerte de larvas
y garrapatas adultas con porcentajes que oscilan entre el 50 al 100% (Cardona et al.,
2005; Fernandez et al., 2010; Rodriguez-Vivas et al., 2011; Meléndez et al., 2012).
Diversos estudios revelan efectividad de C. bassiana como control biolégico sobre
poblaciones de garrapatas de la familia Ixodidae, ya sea con aplicacion de tratamientos
basados Unicamente en C. bassiana (Ojeda-Chi et al., 2010; Ren et al., 2012), mediante
su mezcla con otros productos de origen bioldégico como M. anisopliae(Kaaya &
Hedimbi, 2012), o en combinacion con productos de origen quimico (Webster et al.,
2015). Algunos acaricidas y pesticidas organicos tienen un efecto bioacumulativo en
tejidos, como el musculo y la glandula mamaria de los animales expuestos a estos. Al
consumir carne y leche, estas sustancias pueden ser biomagnificadas en los seres
humanos, exponiendo la salud de los consumidores a mediano y largo plazo (Narvéez et
al., 2012). La efectividad de los entomopatégenosM. anisopliae y C. bassiana ha sido
estudiada ampliamente en hatos ganaderos del mundo, considerandolos inocuos para el
medio ambiente y la salud humana, tomando gran interés en su uso como acaricidas
(Fernandez et al., 2010; Pulido-Medellin et al., 2015; Garcia-Corredor et al., 2016).

El objetivo de este estudio fue evaluarin vitroel efecto ixodicida de hongos
entomopatogenos (M. anisopliae y C. bassiana) y productos quimicos (OF, PS y AM)
sobre la fase adulta de R. microplus, contribuyendo con informacion para el control de
la garrapata en los hatos de la region ganadera en el departamento de Boyaca.

Materiales y Métodos

El presente estudio se realizd en el Laboratorio de Parasitologia Veterinaria de la
Universidad Pedagogica y Tecnoldgica de Colombia (UPTC) en la ciudad de Tunja
(Boyaca, Colombia), ubicada en las coordenadas 5°32°7” N, 73°22°04” O. La
temperatura promedio anual es de 13°C, con una altitud de 2782 msnm y una
precipitacion de 645 mm al afio (Alcaldia de Tunja, 2013).
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Para el estudio se usaron las cepas BbF2011 (C. bassiana) y MAF1309 (M. anisopliae),
un OF al 97%, un PS al 15% y AM al 20,8%. Se recolectaron garrapatas hembras
adultas pletoricas (0,200-0,250 g) de bovinos del municipio de Moniquira (Boyacé). Las
garrapatas se depositaron en tubos de cristal con tapon de algodén himedo y fueron
trasladadas al Laboratorio de Parasitologia Veterinaria de la UPTC para la aplicacion de
los tratamientos.

Una vez registrado el ingreso de garrapatas al laboratorio, se desinfectaron con cloro
(1%) y se pesaron para crear los grupos a los que se aplicaron los siguientes
tratamientos: Grupo | agua destilada, Grupo 11 C. bassiana (1x10® esporas/ml), Grupo
11l M. anisopliae (1x10° esporas/ml), Grupo IV OF (concentracién de 97%), Grupo V
PS (concentracién de 15%) y Grupo VI AM (concentracion de 20,8%). EI primer grupo
fue considerado como testigo.

Para evaluar el efecto de los tratamientos sobre la fase adulta de R. microplus, su
ovoposicion (10) y porcentaje de eclosion (IE), se empled la técnica de inmersion de
hembras repletas durante 60 s (Drummond & Whetstone, 1969). El tratamiento se
administré individualmente en placas de cultivo de 24 pozos utilizando 1,5 ml del
biopreparado o 1,5 ml del producto quimico. Una vez fuera de los pozos, las garrapatas
se secaron e incubaron durante 21 dias en camara humeda (85% * 1 de humedad
relativa) a 28°C £ 1. Se realizaron observaciones diarias al microestereoscopio para
comprobar el desarrollo de micosis o el efecto del farmaco.

Para determinar el efecto de los tratamientos sobre la ovoposicion de R. microplus, se
retird la postura de cada garrapata a los 14 dias de incubacion, luego se pesaron e
incubaron los huevos bajo condiciones controladas de humedad y temperatura (85% + 1
HR y 28°C + 1). Para realizar los célculos del efecto de cada tratamiento sobre la
ovoposicion se obtuvo la relacion del peso de huevos depositados / peso de las hembras
por grupo y lote (Alvarez et al., 2008):

o | Pesode fievaos en gramos | 0 20000 |

Fesodehembras engramaos

(100

Una vez obtenido este parametro, tanto para individuos tratados como para los del
grupo testigo, se aplicé la siguiente formula (Bravo et al., 2008):

[P fT—OFP 1100
[OE T

Yol =

Donde:
OP/T = Reproduccion estimada del grupo testigo.
OP/t = Reproduccién estimada del grupo tratado.

Para calcular la eclosion de larvas, se tomaron cinco alicuotas y se realizé el conteo de
cascarones rotos y no rotos hasta completar 100 huevos contados procedentes de una
muestra de 1 g de huevos incubada a 28°C y 85% HR por 35 dias y previamente
homogenizada. Con los resultados de los conteos se obtuvo el promedio de eclosion
para los diferentes tratamientos.
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El porcentaje de eclosidn se establecié por medio de la siguiente formula:
% E=C/H+C x 100
C = Cascarones, H= Huevos.
Se calcul6 la eficiencia reproductiva (ER), segln cada acaricida y el control, La ER es

un valor necesario para calcular la eficacia del acaricida (Drummond & Whetstone,
1969):

FPeso de los huevos ) .
x % deEclosion x 20.000

ER =

FPeso de las garrapatas
Se calculd la eficacia del producto (EP), segun cada acaricida (Abbott, 1925):

ER control — ER del Grupo tratado ) .
x % de Eclosion x 20.000

EP =

ER caontraol

El factor de resistencia se calculé dividiendo la eficacia esperada 100% entre la eficacia
obtenida en cada producto.

Se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar con seis tratamientos y tres
repeticiones, cada repeticion con 10 garrapatas por tratamiento. Los datos fueron
analizados en el programa estadistico EPIDAT 4.0.

Resultados y Discusién

El tratamiento que ocasiond la primera muerte en menor tiempo fue AM (3 dias PT),
seguido por PS (4 dias PT); para el OF, C. bassiana y M. anisopliae la primera muerte
se registré el dia 6 PT; para el tratamiento control se observo la primera muerte al dia 17
PT. Los dias promedio para el 50% de muertes se alcanzaron en menor tiempo con OF a
los 6 dias PT, seguido de M. anisopliae con 7 dias PT y C. bassiana 8 dias PT; para los
tratamientos AM, PS y control el 50% de la mortalidad se alcanz6 a los 12, 19 y 20 dias
PT, respectivamente. EI 100% de mortalidad en las garrapatas fue logrado por el
tratamiento con C. bassiana a los 10 dias PT, con M. anisopliae se observd a los 11
dias PT (Tabla 1). En estudios previos se ha demostrado que los hongos
entomopatdgenos a concentraciones de 1x108 esporas/ml son altamente efectivos para
el control de R. microplus alcanzando mortalidades entre 44 al 100% (Ojeda-Chi et al.,
2010; Fernandes et al., 2012; Ren et al., 2012; Sénia et al., 2012; Pulido-Medellin et al.,
2015; Garcia-Corredor et al., 2016).

Para el caso de OF a los 14 dias se logré el 100% de mortalidad, valor equivalente al
trabajo realizado por Céspedes et al. (2002) donde se alcanzaron mortalidades de 88,3 a
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92,8% en garrapatas R. microplus. Por el contrario, resultados de baja mortalidad
fueron encontrados por Araque et al. (2014), observandose 13% de mortalidad en
garrapatas adultas de la misma especie estudiada; los tratamientos con AM, PS y control
no alcanzaron el 100% de la mortalidad en las garrapatas en el tiempo determinado para
el desarrollo del trabajo (21 dias); AM alcanzo un 60% de mortalidad, resultado
comparable con porcentajes encontrados en 3 regiones de Perd con mortalidades de
85% en las garrapatas de la provincia Cutervo y 28,10% en la provincia Coronel
Portillo, considerandose resistentes a todos aquellos productos que no alcanzaron el
95% de eficacia (Rojas & Portal, 2013).

El tratamiento con PS obtuvo una mortalidad de 56,6%, Gonzélez et al. (2011)
evaluaron 4 tipos de ixodicidas incluyendo un piretroide con efectividad del 40,9%. En
México identificaron poblaciones de garrapatas multirresistentes a compuestos
organofosforados, piretroides sintéticos, amitraz y lactonas macrociclicas (Fernandez-
Salas et al., 2012). En un estudio realizado en cinco estados de Brasil, se reporto la
existencia de poblaciones de R. microplus resistentes a los piretroides sintéticos, al
amitraz y a los organofosforados, con frecuencias del 94, 88 y 82%, respectivamente
(Lovis et al., 2013).

En todos los tratamientos se calculd el porcentaje de inhibicién de la ovoposicion
(Figura 1). El tratamiento que logré mayor eficiencia fue OF (98%), seguido por los
hongos entomopatdgenos M. anisopliae (80,7%) y C. bassiana (75%). AM y PS
obtuvieron un porcentaje de inhibicion més bajo con 60% y 59,7%, respectivamente.

. bassiana M. anisopliae OF Ps AM

Tratamientos®
"8:|P porcentaje ovoposicion. *OF: Organofosforado. &M: Amitraz. PS: Piretroide sintético.

Figura 1. Efecto de cada tratamignto sobre &l porcentaje de ovoposicion (%IP) en
garrapatas adultas 5. microgius.

En cuanto al porcentaje de eclosion de huevos, el tratamiento que mostré mayor efecto
inhibitorio fue OF con 70,3%, seguido por M. anisopliae (65%) y C. bassiana(63,3%).
Los tratamientos que menos afectaron la eclosion de los huevos fueron AM y PS con
3,7% (Figura 2). Ren et al. (2012) determinaron la accion patogénica de M.
anisopliae (MaATO04) al disminuir el indice de eficiencia reproductiva de R. microplusy
al causar una mortalidad del 100% en hembras ingurgitadas a la concentracién de 108 y
109 conidios/ml, 15 dias después de aplicado el tratamiento.
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Figura 2. Forcentaje de huevos sclosionados por efecto de cada tratamiento en
garrapatas adultas de & micropius.

En la evaluacion de los parametros reproductivos se encontré que los tratamientos con
OF, M. anisopliaey C. bassiana disminuyeron significativamente la reproduccion
estimada: 81,3%, 80,9% y 75,2%, respectivamente. Pulido-Medellin et al. (2015)
observaron que las garrapatas tratadas con la cepa MaF1309 de M. anisopliaereducen
en 91% el indice de eficiencia reproductiva, sugiriendo que los hongos
entomopatégenos a mayor concentracion generan mayor efecto patdgeno (Fernandez et
al., 2010; Ren et al., 2012; Valverde-Sanchez et al., 2015). En contraposicion, se ha
reportado que el hongo entomopatégeno M. anisopliae secreta enzimas como proteasas,
quitinasas, lipasas y esterasas encargadas de la degradacion de la cuticula de los
artrépodos (Sandhu et al., 2012). En consecuencia, Sapna et al. (2012) demostraron que
la virulencia de aislados de M. anisopliae es proporcional al incremento de la cantidad
de enzimas producidas por el hongo independiente de la concentracion.

El %IP aumenté en todos los tratamientos teniendo resultados notables para el
tratamiento con OF (98%), M. anisopliae (80,7%) y C. bassiana (75%). Perinotto et al.
(2012) observaron que en los huevos tratados con M. anisopliae disminuyo entre el 50,5
y 57,3% la eclosién, con un aislamiento de la cepa Ma959 y una concentracion de
1x10® conidias/ml. Al tratarse de métodos de control bioldgico, los resultados
encontrados para controlar el potencial reproductivo fueron aceptables, teniendo en
cuenta que la prueba utiliza garrapatas repletas, estadio en que son mas tolerantes, por lo
menos al control quimico (Ming et al., 2013); asi lo demostraron Lépez et al. (2009),
donde la efectividad de un producto (mezcla de un PS con un OF) sobre la ovoposicion
y fertilidad de los huevos fue del 100%. La eclosion de los huevos se vio afectada por
cada uno de los tratamientos empleados en este trabajo con porcentajes de 29,7% para
OF, 35% para M. anisopliae y 36,7% para C. bassiana, comparados con resultados de
85% a 100% con cepas Fitossan 3 de C. bassiana donde aumentaron la concentracion
del hongo a 1x109 conidias/ml (Sénia et al., 2012); esto podria sugerir que las
concentraciones para los hongos empleados en este trabajo afectaron la ovoposicion y la
eclosion de huevos de R. microplus, lo que no permitié la emergencia de larvas
infestantes de manera normal, obteniendo un control aceptable sobre estos parametros.

Para determinar la eficacia de los productos se calculé la eficiencia reproductiva (ER),
valor que expresa la capacidad de una teleogina para transformar su peso corporal en
larvas viables (Bravo, 2008). En cuanto a la eficacia de los productos, PS y AM
mostraron valores inferiores a la eficacia minima aceptada internacionalmente (Tabla
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2), la cual debe ser igual o mayor de 90% (FAO, 2004). Los tratamientos con C.
bassianay M. anisopliae tuvieron una eficacia de 98 y 99% respectivamente con un
factor de resistencia de 1,02 y 1,01 demostrando la efectividad de estos productos.

Es importante destacar el potencial que presentan los hongos entomopatégenos en el
control de garrapatas R. microplus, constituyéndolos en una de las alternativas dentro
de las explotaciones bovinas, ya sea solos o en combinacién mediante aplicaciones
acuosas repetitivas como lo afirman Rodriguez-Alcocer et al. (2014), quienes resaltan la
utilizacion de dos cepas de M. anisopliae en mezcla (Mal4 + Ma34) a la concentracién
1 x 108 conidias/ml sobre bovinos, reduciendo la poblacién de R. microplus desde la
primera aplicacion, controlando la garrapata en su estado larvario, ninfal y adulto.
Webster et al. (2015) realizaron aplicaciones de conidias de M. anisopliae (108
conidios/ml), solucién acaricida de cipermetrina mas clorpirifos, y la mezcla del hongo
con la solucion acaricida sobre ganado infestado con hembras repletas de R. microplus,
los resultados revelaron una eficacia media de 56,3, 71,1y 97,9%, respectivamente.

Tabla 1. Eficacia (%) de productos para el control de garrapatas adultas 5. microgius
segln el dia postratamiento

Tratamiento ' Dias K] ] g 12 15 13 21
Conirol ] ] 0 ] ] 43 43

C. bassiana 1] 3 7. 10 10 10 10

M. anisopliae ] 13 T3 10 10 10 0

OF ] 0 7 83 83 g3 10

AN el 36 E! 1B 5 B B

PS ] 2.7 3 3 3.3 5.6 5,6

OF: Organofosforado. AM: Amitraz. PS: Piretroide sintetico.

Tabla 2. Eficacia v factor de resistencia segun tratamiento

Tratamientos’ ETiCAcia Factor de resistencia
AN 64T TE5
FS 57,705 175
OF OaT 02
I anisopliae Oa% 1,02
. Dazsiana oaTg T.07

Conclusiones

Los resultados encontrados para el control de garrapatas adultas de R. microplus en
condiciones de laboratorio fueron favorables para los tratamientos con M.
anisopliae yC. bassiana, comprobando que estos hongos entomopatdgenos no solo
causan la mortalidad en la fase adulta de las garrapatas, sino que ademas tienen gran
eficacia sobre su reproduccion. Los buenos resultados que mostrd el tratamiento con OF
permiten concluir que ain no hay resistencia de R. microplusa este compuesto
quimico, por tanto, es recomendable la realizacion de otros experimentos utilizando el
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control integrado con el uso de productos quimicos y hongos entomopatdgenos, o
asociaciones de productos bioldgicos ya que estos no producen efectos adversos al
medio ambiente (Narvéez et al., 2012). Las cepas BbF2011 del hongo C. bassianay
MAF1309 del hongo M. anisopliaey el OF al 97% de concentracion presentan los
mejores resultados en la eficienciain vitroen el control de garrapatas adultas,
reduciendo los indices de eclosion de huevos, ovoposicion y aumentado los niveles de
mortalidad de R. microplus.
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