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Resumen: A partir de infestaciones artificiales, en establo, de terneros Bos taurus x Bos taurus,
para obtener teleoginas suficientes de Rhipicephalus microplus, se llevé a cabo aspersiones, in
vitro, de éstas con cepas de los hongos entomopatégenos Metarhizium anisopliae y Beauveria
bassiana para determinar su patogenicidad y el eventual uso en programas de control. Se cultivé,
en laboratorio, dos cepas de M. anisopliae y una de B. bassiana. Para las aspersiones se utiliz6
diferentes concentraciones en conidias por mililitro. Como indicadores, se midi6 el porcentaje
de mortalidad y el de inhibicién de la oviposicion. Se encontr6 que las cepas, BM-BLO4 y BM-
MSGO06, lograron controlar la poblacién de adultas en mas de un 96%. La mezcla, entre las cepas
BM-MSGO06 y BM-BLO4, en ambas dosis redujo la oviposicién de las hembras casi en un 100%
en ambos casos, seguidas de la cepa BM-MSGO06 y la BM-BLO4 aplicadas de forma individual.
Al realizar el andlisis estadistico, (p< 0.05), de los datos, todas las cepas obtuvieron diferencias
significativas al compararlas con el control. En cuanto al porcentaje de eclosién, analizado en el
ensayo adicional, es la cepa BM-MSGO06, la cual logré inhibir mas la eclosién de los huevos de las
teleéginas, seguida de la mezcla de estas cepas y la cepa BM-BLOA4.

Palabras clave: Rhipicephalus microplus, Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana, control
integrado de garrapatas, hongos entomopatogenos.

Abstract: Using in stable artificial infestations of Bos taurus x Bos taurus calves to obtain sufficient
engorged female ticks from Rhipicephalus microplus, in vitro assays were performed with strains
of entomopathogenic fungi Metarhizium anisopliae and Beauveria bassiana to determine their
pathogenicity and eventual use in control programs. Two strains of M. anisopliae and one of B.
bassiana were cultured in the laboratory. Different conidial concentrations per milliliter were
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used for the assay. Asindicators, the percentages of mortality and inhibition of oviposition were
measured. BM-BLO4 and BM-MSGO06 strains were able to control the female adult population
by over 96%. The combination of the BM-MSG06 and BM-BLO4 strains decreased female
oviposition by almost 100% in both cases, followed by the same strains, but applied individually.
When performing the statistical analysis of the data (p <0.05), all strains obtained significant
differences when compared to the control group. Regarding the hatching percentage analyzed in
the additional assay, the BM-MSGO06 strain successfully inhibited egg hatching of the engorged
female, followed by the combination of these strains and then by the BM-BLO4 strain.

Keywords: Rhipicephalus microplus, Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana, integrated tick
control, entomopathogenic fungi.

Introduccion

Rhipicephalus microplus (Boophilus) (Canestrini 1886), la garrapata comun del ganado
bovino es, por mucho, la garrapata mas importante de la ganaderia costarricense, tanto por
su distribucién como por el impacto y cantidad (MAG-BCIE-FAO 1980; Alvarez 1999).

Desde mediados del siglo veinte, alrededor del mundo tropical y subtropical, esta garrapata
ha sido controlada, casi de forma exclusiva, por medios quimicos, dadas las diferentes
facilidades que el método presentaba (Nari 1990; Jonsson & Piper 2007). Para ello, se
han empleado diferentes moléculas, iniciando con los organoclorinados, siguiendo con
organofosforados, carbamatos, piretroides sintéticos, amitraz, lactonas macrociclicas,
fipronil e inhibidores de desarrollo (fluazuron). Como resultado de la aplicacién de estas
moléculas, en los estudios realizados, se ha observado el fenémeno conocido como
resistencia; en el cual, muchas de las moléculas han perdido completamente su efecto, con
la consecuente afectacidén negativa de los programas de control implementados por los
productores pecuarios (Furlong 1999; Soberanes et al. 2002; Alvarez & Hernandez 2010).

Allado de la problematica de la resistencia y la ausencia de investigacion para el desarrollo
de nuevas sustancias, en el control quimico exclusivo, se han identificado otras fallas
importantes, vinculadas alasalud publica,como los residuos en los productosy subproductos
de origen animal (carne, leche y derivados de ambos) y al ambiente, como la afectacion de
organismos no blanco y contaminacién de fuentes de agua, entre otros (Prado et al. 1998;
Jonsson & Piper 2007).

Diferentes investigadores han contemplado la necesidad del cambio de ese paradigma. Para
ello, hanindicado la posibilidad de contar, junto con el control quimico, de otras herramientas
o metodologias que permitan un combate eficaz de este parasito, sin los efectos negativos
contraidos por el uso de un Gnico método (An6nimo, 2004; Jonsson & Piper 2007).

Al seguir esa linea de control, al igual que en la agricultura, en la cual se ha desarrollado con
mayor fortaleza; otra opcion, que se viene discutiendo desde hace algunos anos, es la del
control integrado, la cual implica utilizar, de forma racional, todos los medios disponibles
como: el manejo, tanto del hato como de los potrerosy la incorporacion de métodos de control
quimico, inmunoloégico y biolégico, al tener en cuenta que no debe ser visto como una receta
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general para ser aplicado de igual forma en todos los casos, sino que deben ser evaluadas las
condiciones ecolégicas, de situacién real y socio culturales presentes (Cardozo 2007).

Precisamente, una de las acciones, en la cual se han llevado a cabo investigaciones para el
controlde garrapatas, hasido eluso de hongos entomopatdgenos, los cuales han demostrado
niveles importantes de efectividad sobre diversos estadios de desarrollo (Monteiro et al.
19982 Monteiro et al. 1998"; Arguedas et al. 2008).

En este estudio, se presenta los resultados de un trabajo preliminar realizado, in vitro, con
los hongos M. anisopliae y Beauveria bassiana, como primer paso para la liberacién de
pruebas, en campo, con esos hongos.

Materiales y Métodos

El estudio consistié en infecciones experimentales de garrapatas R. microplus con hongos
entomopatogenos en las instalaciones de Laboratorio Biomaca, ubicado en Ciudad Colén.

Garrapatas: La cepa de garrapatas, utilizada en este ensayo fue proporcionada por el
Laboratorio de Garrapatas del Servicio Nacional de Salud Animal (SENASA); originalmente
proviene de México. Es una cepa susceptible a las diferentes moléculas quimicas utilizadas
en el control sistematico de garrapatas.

Cepas de hongos entomopatégenos: Las cepas de hongos utilizadas forman parte de la
coleccion del Laboratorio Biomaca, seguidamente, se detalla su codificacion.

1. Metarhizium anisopliae, cepa BM-MSGO06. Este hongo fue purificado y activado, in vitro,
en garrapatas, al conservarlo en medio de cultivo enriquecido con quitina, proveniente de
garrapatas R. microplus.

2. Metarhizium anisopliae, cepa BM-MJ04. Hongo purificado y conservado en laboratorio en
medio papa dextrosa acidificado.

3. Beauveria bassiana, cepa BM-BLO4. Hongo aislado y purificado conservado en medio
acidificado papa dextrosa.

Tratamientos utilizados:

Serealizé un conteo de conidias en cada una de las cepas en estudio. Se prepard dos dosis de
inoculacion para evaluar cada cepa individualmente y una mezcla de las cepas BM-MSGO06 y
BM-BLOA4. Las dosis utilizadas son:

Dosis 1:

BM-MSGO06: 1.6 x 107 conidias/ml

BM-MJ04: 9.5 x 10° conidias/ml

BM-BLO4: 2.5 x 107 conidias/ml

Mix BM-MSGO06 y BM-BLO4 en proporcion 1:1
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Dosis 2:

BM-MSGO06: 3.2 x 107 conidias/ml

BM-MJ04: 1.9 x 107 conidias/ml

BM- BLO4: 5 x 107 conidias/ml

Mix BM-MSGO06 y BM-BLO4, en proporcion 1:1
Control: Agua destilada estéril

Infeccion experimental:

Las garrapatas fueron pesadas y colocadas en placas petri, con papel filtro estéril, en 20
grupos de 20 garrapatas para cada tratamiento. Cada grupo de garrapatas pesadas, se
mantuvo en un rango de peso de +20 mg., dentro de cada grupo experimental; fueron
rociadas, en las dosis indicadas, con aspersores independientes para cada tratamiento.
Transcurridos tres dias, pos inoculacion, se inicié el conteo de garrapatas muertas. Se
continu6 el conteo de dia por medio y se realiz6 en total seis revisiones.

Inhibicion de la oviposicion de las teleéginas:

Transcurridos 13 dias, pos infeccion, se pesé los huevos totales, tanto del grupo control
como de las hembras tratadas. Se determiné el porcentaje de inhibicién de la oviposicién a
través de la siguiente férmula (FAO-SENASICA-CENAPA):

% 1.0 = (PQLt/PQLT — PHLt/PHLT) x 100

Donde:
PQLt = Peso de hembras de lote tratado.
PQLT = Peso de hembras del lote testigo.
PHLt = Peso de huevos del lote tratado
PHLT = Peso de huevos del lote testigo.

Ensayo para evaluar el porcentaje de eclosion de huevos en R. microplus:

Como un ensayo adicional, en viales estériles, se pesé 0.5 g de huevos de R. microplusy se
preparo las diluciones con las cepas de estudio que presentaron un mayor porcentaje de
mortalidad:

1. BM-MSGO06: 1.6 x 107 conidias/ml
2. BM-BL0O4: 2.5 x 107 conidias/ml
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3. Mix BM-MSG06 y BM-BLO4 en proporcién 1:1

4. Control con agua destilada estéril.

Encadavial, se aplic6 1 mlde solucion de esporas. Serealiz6 12 repeticiones por tratamiento.
Se incubd a 28 °Cy, una vez ocurrida la eclosion de los huevos, los viales fueron sometidos,
a una temperatura de 45 °C, en una incubadora, durante tres dias, para matar por calor las
larvas y determinar el porcentaje de huevos eclosionados.

Analisis estadistico:

Se aplicé un Z-test de dos colas para comparar dos proporciones (epitools.ausvet.com.au).
HO: p1 - p2 = 0; en la cual, p1 es la proporcion de la primera poblacién y, p2 la proporcion
de la segunda. El nivel de significancia establecido fue menor a 0.05. Se usé la prueba T de
Student, dos colas para comparar los promedios de huevos eclosionados de las hembras
tratadas y las no tratadas, con un valor de significancia p< 0.05.

Resultados

En el Cuadro 1, se presenta los pesos promedio de las hembras utilizadas en esta
investigacién. Cada cepa fue comparada con un control de igual peso promedio y nUmero
de individuos, el cual se rocid con agua.

Cuadro 1. Peso de hembras R.
microplus adultas repletas, utilizadas
para infecciones experimentales con
hongos entomopatdgenos.

Cepa Peso (g)
Mix 0.38
BM-BLO4 0.32
BM-MJo4 0.30
BM-MSG06 0.29
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La supervivencia de las teledginas a partir de tres dias pos infeccion (DPI), una vez tratadas
con los respectivos hongos entomopatogenos, se muestra en la figural. Notese que,
independientemente de la dosis utilizada en los 5 DPI, las cepas BM-MSG06 y BM-BLO4 y su
respectiva mezcla, lograron reducir la poblacion de adultos en un 80% y a mas de un 95%
durante los 13 dias de observacién. Por su parte, el control y la cepa BM-MJO4 (Dosis 1y 2)
tuvo una supervivencia mayor.

450 -
e=f=BM-MSG06 D1
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efll=BM-MSG06 D2
» 350
S wde==BM-BL0O4 D1
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> 300 «=é==BM-BLO4 D2
5
o 250 == Mix D1
=
g 200 =®—Mix D2
150 =22=—BM-MJ04 D1
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Dias pos infeccion

Figura 1. Supervivencia de teledginas después de la infeccién con hongos entomopatégenos.

En el Cuadro 2, se resume los porcentajes de mortalidad de las cepas evaluadas. Las cepas
BM-BLO4 y BM-MSGO06, lograron controlar la poblacion de adultas en mas de un 96%,
independientemente de las dosis; mientras que la mezcla de cepas y la cepa BM-M]04,
provocaron una menor mortalidad. Sin embargo, la mortalidad observada, en los grupos
tratados, fue significativamente mayor a la mostrada en el grupo control p<0.01.

No hubo diferencias significativas cuando se compar6 el nivel de mortalidad producido por
las cepas BM-BLO4 (en cualquiera de las dosis) y BM-MSGO06 D2, p = 0.05. Tampoco hubo
diferencias en el nivel de mortalidad causado entre las dos dosis de BM-MSGO06, p= 0.40654.
En los demas tratamientos si se observé diferencias significativas al compararse entre si.
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Cuadro 2. Porcentajes de mortalidad de telebginas de R.
microplus inoculadas con diferentes de cepas de hongos
entomopatégenos. (p<0.05)

Cepas Porcentajes de Mortalidad  Significancia*
BM-BLO4 D1 99,25 p<0.01
BM-BLO4 D2 99,25 p<0.01
BM-MSGo6 D2 97,5 p<0.01
BM-MSG06 D1 96,5 p<0.01

Mix D1 95,25 p<0.01

Mix D2 87.75 p<0.01
BM-MJo4D2 72,5 p<0.01
BM-MJ]o4 D1 65,75 p<0.01
Control 28,25

* Todos los valores fueron significativos con respecto al
control. Las mas eficientes son BM-BLO4 y BM-MSGO06, por su
porcentaje de mortalidad.

Cuadro 3. Mortalidad acumulada de teleoginas.

Cepa Dia3 % Dia5 % Signifi-
Dia 7 % cancia

BM-BLO4 p<0.01

D1 116 29 285 71,25 347 86,75

BM-BLO4 p<0.01

D2 142 35,5 263 6575 319 79.75

BM- p<0.01

MSGO06

D1 77 19,25 258 64,5 335 83,75

BM- p<0.01

MSGO06

D2 94 23,5 304 76 358 89,5

Mix D1 209 52,25 305 76,25 355 88,75 p<0.01
Mix D2 195 48,75 278 69,5 330 82,5 p<0.01

BM-MJo4 0.76
D1 25 6,25 60 15 86 21,5
BM-MJOo4 0.02
D2 40 10 126 31,5 157 39,25

Control 23 5,75 4L 11 62 15,5
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En el cuadro 3, se resume la mortalidad acumulada de las cepas y dosis evaluadas para los
tres, cinco y siete dias pos infeccidn. Para determinar si existi6 diferencia significativa en la
mortalidad provocada por las diferentes cepas de los hongos a los tres dias pos infeccién,
se realiz6 un analisis estadistico, el cual indic6 que, con respecto al control, todas las cepas
y dosis tuvieron diferencias significativas, a excepcion de la cepa BM-MJ04 D1. Tampoco
hubo diferencias significativas en el nivel de mortalidad entre los tratamientos Mix D1-D2,
p= 0.32218; por lo cual, los hongos B. bassiana'y M. anisopliae, independientemente de la
dosis utilizada, son las que provocan la mayor mortalidad; mientras que la cepa BM-MJ04,
en dosis 1, es el tratamiento menos efectivo. Para los dias cinco y siete, la dosis 1 de la
cepa BM-BLO4 es la que provoca mayor mortalidad de garrapatas. Por otra parte, la BM-
MJO04 dosis 1, se mantiene como el tratamiento menos efectivo; a pesar de ello, al DPI 7, la
diferencia en la cantidad de garrapatas muertas de este tratamiento es significativamente
mayor al presentado en el grupo testigo, p= 0.02852.

En la figura 2, se presenta la colonizacién de los hongos, tanto en las garrapatas adultas
como los huevos que se observa a través del estudio.

Figura 2. Teleogina de R. microplusinfectada con el hongo Beauveria bassiana (derecha), huevos de garrapata
infectados por B. bassiana (centro) y hembra infectada con el hongo Metarhizium anisopliae (izquierda).

Al evaluar el efecto de las diferentes cepas de los hongos entomapatégenos sobre la
inhibicién de la oviposicién, se encontr6 que la mezcla entre las cepas BM-MSG06 y BM-
BLO4 (ambas dosis) redujeron la oviposicién de las hembras casi en un 100%, seguidas de
la cepa BM-MSGO06 y la BM-BLO4 aplicadas individualmente. La cepa BM-MJ04 inhibié mas
del 50% de la oviposicidn, Gnicamente al aplicar la segunda dosis, aunque no logré inhibir
tanto como en los tratamientos aplicados, cuadro 4).
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Cuadro 4. Porcentajes de inhibicién de la
oviposicion de teledginas de R. microplus
inoculadas con diferentes cepas de

hongos entomopatégenos (p<0.05).

Cepa % 1.0
Mix D2 100.00
Mix D1 99.41
BM-MSG06 D1 94.17
BM-BL04 D1 93.39
BM-MSGO06 D2 91.41
BM-BLO4 D2 90.00
BM-MJ]04 D2 82.46
BM-MJo4 D1 50.29

En cuanto al porcentaje de eclosion analizado, se determiné que la cepa BM-MSGO06 del
hongo M. anisopliae, logro6 inhibir, significativamente, mas la eclosion de los huevos de
las teledginas al compararlas con los niveles de eclosién de las garrapatas no tratadas.
En el cuadro 5, se representan los porcentajes de eclosién asi como los de inhibicién.
Las garrapatas tratadas con la mezcla del hongo B. bassiana, y del M. anisopliae, también
redujeron, significativamente, los niveles de eclosidon al compararlas con las teledginas no
tratadas. Interesantemente, las garrapatas tratadas con la cepa BM-BLO4 no disminuyeron,
significativamente, los valores de eclosidn en relacion con el grupo control.

Cuadro 5. Porcentajes de eclosion (% E) e inhibicién de la
eclosion (% IE) de teledginas de R. microplus inoculadas
con diferentes cepas de hongos entomopatégenos. La
significancia fue determinada por la prueba T de Student al
comparar los promedios de los huevos eclosionados en los

grupos analizados.

Cepas %E % IE Significancia
BM-MSG06 29 71 p=0.014743
Mix 31,67 68.33 p=0.019398
BM-BLO4 44,67 55.33 P=0.495416
Control 53.67 46.33
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Discusion y Conclusiones

Las diferencias observadas, en la patogenicidad provocada por las cepas de los hongos,
son notorias al comparar la cepa BM-MJ]04 con las restantes de las cepas analizadas en el
estudio, pues su virulencia fue significativamente menor, esto coincide con lo reportado
por Ferndndez-Ruvalcaba et al. (20052, 2010°), Guedes-Frazzon et al. (2000), y Gindini et
al. (2002) pues destacan que, a pesar de que las garrapatas son susceptibles a los hongos
entomopatogenos, el grado de virulencia varia considerablemente entre cepas.

Los niveles de mortalidad alcanzados, por ambas dosis de las cepas BM-BL04 y BM-MSGO06,
superan el 96%, tal y como lo reportan Bittencourt et al. (1997), quienes utilizaron cepas
del hongo B. bassiana, al observar una eficacia del 87% para el control de hembras adultas
repletas de la especie R. microplus. Este efecto, incluso, se ha encontrado en otras especies
de garrapata como A. nitens (Gonzalez Monteiro et al. 19982, 1998, 2003; Bittencourt 2000)
y otras especies (Fernandez-Ruvalcaba et al. 2010).

Por su parte, al igual que en este estudio, otras investigaciones realizadas con M. anisopliae,
por maltiples autores, encontraron una alta mortalidad al infestar teledginas (Gindini et
al. 2002). Fernandez-Ruvalcaba et al. (2010) infectaron cepas de la garrapata R. microplus,
susceptibles y resistentes a organofosforados, con suspensiones del hongo M. anisopliae
desde 10%*hasta 108conidias/ml, cuantificandolamortalidadalos 10,15y 20dias,encontraron
que M. anisopliae mostraba ser altamente infectivo para ambas cepas de garrapatas, al ser
las dosis 107 y 108 las mas agresivas. Este estudio fue extendido por Fernandez-Ruvalcaba
etal.(2010) con la infeccién experimental de una cepa de garrapata resistente a piretroides
sintéticos y organofosforados, al obtener conclusiones similares.

Asimismo, Arguedas et al. (2008), realizaron infecciones experimentales, en laboratorio,
en hembras adultas repletas, con el hongo M. anisopliae. Se estudié tanto su efecto en la
mortalidad como en los factores reproductivos, al utilizar dosis de 102 a 10*° obteniéndose
una mortalidad de un 98.64% en la dosis mas alta del hongo.

En este estudio, en el caso de las mezclas de las cepas de B. bassiana y M. anisopliae, se
obtuvo una mayor mortalidad en la menor dosis usada con respecto al control (a pesar de
que en ambos casos hubo diferencia significativa al compararlos). Las mezclas, entre hongos
entomopatogenos, han sido reportadas en la literatura, tanto sinérgicas como antagonicas,
existen hipotesis de que en ensayos in vivo, dependiendo de la cepa y el huésped por
infectar, la produccion de metabolitos, intrinseca a cada hongo durante el proceso infectivo,
puede afectar el desempenio de un hongo o de otro reflejandose esta competencia en una
menor muerte de la plaga (El6segui-Claro & Elizondo-Silva 2010).

Guedes-Frazzon et al., (2000), infectaron grupos de garrapatas con el hongo M. anisopliae.
A los 14 dias pos infeccién, M. anisopliae presenté 100% de mortalidad en una de las
cepas utilizadas; otras no presentaron esta mortalidad. Sin embargo, al ser reaisladas y
reinfectadas, nuevamente se logr6 provocar estos niveles de mortalidad. Este proceso de
activacion, realizado por estos autores, coincide con lo observado en este experimento, pues
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las cepas que fueron activadas desde su crecimiento, en medios de cultivo y en hembras
repletas, tuvieron los mejores resultados, no asi la cepa BM-MJ04, la cual se mantiene en
medio convencional. Este factor ha sido observado también por Raymond et al. (2004).

La accién de los hongos B. bassianay M. anisopliae se encuentra justificada, pues los hongos
entomopatégenos son patdégenos de garrapata, por sus mecanismos de accién como por
su alta virulencia, su capacidad de adhesion, germinacion y penetracion de la cuticula y
del tracto digestivo del huésped a través de mecanismos fisicos y enzimaticos (Pucheta-
Diaz et al. 2006; Téllez-Jurado et al. 2009), de su habilidad de infectar de una garrapata a
otra (Milner 2000; Guindini et al. 2002), y de su capacidad de desarrollarse en la hemolinfa
(Bittencourt 2003; Alvares Campos et al. 2005; Pucheta-Diaz et al. 2006).

La inhibicion de la oviposicion es otro de los parametros estudiados. Las mezclas de los
hongos, B. bassianay M. anisopliae, utilizadas en esta investigacién, controlaron hasta un
100% la oviposicidon; mientras que las cepas aplicadas individualmente lograron, en la
mayoria de los casos, mas de un 90% al comparar con los controles. Estos resultados son
relevantes al considerar que, en su ciclo de vida, la garrapata pone miles de huevos en el
pasto, que eclosionan eventualmente a larvas; por lo cual, al inhibirse la oviposicidn, se
realiza un control directo sobre la poblacién de garrapatas futuras (Linares-Villalba 2008).
Debido a la forma en la cual fueron colectados los huevos de las garrapatas expuestas a
cada tratamiento, no fue posible realizar un analisis estadistico, sin embargo, porcentajes
de inhibicion menores a los obtenidos en este estudio han sido encontrados significativos
por otros autores, como Arguedas et al. (2008).

Se ha comprobado que M. anisopliae reduce la fecundidad de las hembras (Gindini et al.
2002; Fernandez-Ruvalcaba et al. 2010), al ser, en conjunto con Beauveria sp., un controlador
biolégico paragarrapatas devariasespecies, pueslaproducciénde huevos escinco veces mas
alta en los grupos control con respecto a las hembras tratadas (Ferndndez-Ruvalcaba et al.
2005). Los valores de eficiencia reproductiva de las hembras decrecen conforme aumentan
las dosis. Las de 108 conidas/ml tiene los menores indices de postura para algunos autores
(Bittencourt et al., 1994; 1996; 1997), mientras que con dosis mayores la inhibicién de este
parametro puede variar de un 56 a un 77% (Arguedas et al. 2008). El grado de infeccién
e inhibicién de los hongos también se ve influenciado por factores abiéticos como: rayos
ultravioleta, temperatura y humedad relativa (Pucheta-Diaz et al. 2006).

Los indices de inhibicion de eclosion de los huevos, por su parte, alcanzaron niveles
significativos, sobre todo en el caso de la cepa BM-MSGO06 al ser comparada con el control.
Varios estudios han reportado resultados similares a lo largo de los afios (Gonzalez Monteiro
et al. 1998?, 1998°, 2003; Gindini et al. 2002; Arguedas et al. 2008, Fernandez-Ruvalcaba,
2010). Incluso, se ha encontrado que otras especies de garrapata, como R. sanguineus,
también pierden capacidad de eclosionar al ser infectadas con M. anisopliae y B. bassiana
(Gonzalez Monteiro et al. 1998).

M. anisopliae y B. bassiana mostraron poseer la habilidad de controlar, in vitro, diferentes
estadios del ciclo de vida de R. microplus, lo cual ha sido corroborado por otros estudios
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previos. Arguedas et al. (2008) reportaron una elevada mortalidad en larvas tratadas con M.
anisopliae a las concentraciones de 10° y 10*° conidias/ml. De igual forma, Bittencourt et al.
(1999) obtuvieron una alta mortalidad con una cepa de M. anisopliae en larvas de la garrapata
A. nitens, mientras que Monteiro et al. (1998) observaron el mismo efecto con B. bassiana.

Lo expuesto insta a la realizacién de estudios de campo para corroborar su eficacia en
condiciones reales y valorar su posible incorporacion en el control biolégico de garrapatas
dentro de un manejo integrado de plagas. Esto permitiria, de alguna manera, contrarrestar
el fendmeno de resistencia a moléculas quimicas que se ha acentuado en los Gltimos anos
y que demanda la utilizacién paralela de varios métodos de control (Bittencourt et al. 1994;
Rijo-Camacho 1995; Gonzales-Monteiro et al. 1998; Raymond et al. 2004; Fernandez-
Ruvalcaba et al, 2005, Linares -Villalba 2008; Fernandez-Ruvalcaba et al. 2010).

Recomendaciones

Con el fin de aumentar la informacién sobre las capacidades de las cepas utilizadas en este
estudio; seria importante realizar infecciones con una mayor cantidad de dosis; probar
la susceptibilidad de estadios intermedios, por ejemplo larvas; cuantificar infecciones
experimentales con otros hongos de uso poco comun como Paecilomyces sp.y Lecanicillium
lecanii; realizar estudios tanto en pastos como sobre animal de establo; evaluar los efectos
de los hongos sobre otras especies de garrapatas como R. sanguineus y analizar otros
parametros como periodos de incubacidn o de eclosion; tiempo de postura o de prepostura
y porcentaje de muda.
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