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Patogenicidad de Lecanicillium lecanii (Fungi) sobre la garrapata
Boophilus microplus (Acari: Ixodidae) en laboratorio

Pathogenicity of Lecanicillium lecanii (Fungi) on the tick Boophilus microplus (Acari: Ixodidae) in the laboratory conditions

CATALINA BELTRAN ALZATE?, ANA ISABEL GUTIERREZ G2, YAMILLE SALDARRIAGA O3

Resumen: Se determind en laboratorio la patogenicidad del hongo Lecanicillium lecanii sobre la garrapata del ganado
Boophilus microplus. Se sumergieron las garrapatas en soluciones con concentraciones de L. lecanii (CIAT 215), 1,25 x
104 1,25x 10°y 1,25 x 108 conidios/mL colocandolas individual mente en cajas de Petri. L os testigos fueron sumergidos
en aguadestilada. El andlisi s estadistico mostré que los periodos de preoviposicion en lashembrastratadas con L. lecanii
y lostestigos presentaron diferencias significativas. En el periodo de oviposicion hubo diferencias significativasentrelos
testigosy las concentraciones 1,25 x 104, 1,25 x 10°y 1,25 x 108 conidios/mL . Lasupervivenciade las garrapatas mostro
diferencias entre los testigos y las concentraciones de L. lecanii. De las 120 garrapatas inoculadas 115 (95,8%) fueron
conidiadas, y se observé unainvasion total al noveno dia. El porcentaje de eclosién se redujo notablemente en todos los
tratami entos comparados con €l testigo. Se observé una supervivenciareducida de las larvas tratadas a la concentracion
de 1,25 x 108 conidios/mL (73%) comparada con €l testigo (100%). La concentracion 1,25 x 108 conidios/mL del hongo
L. lecanii presentd un efecto significativo sobrelaoviposicion, lasupervivenciade las hembras tel eoginasinocul adas, €
porcentaje de eclosion de las masas de huevos y la supervivencia de larvas provenientes de huevos de B. microplus
inoculados.

Palabras clave: Supervivencia. Hongo entomopatdgeno. Oviposicidn. Preoviposicion.

Abstract: The pathogenicity of the fungus Lecanicillium lecanii on the cattle tick Boophilus microplus was determined
under laboratory conditions. Ticks were submerged in solutions of three concentrations of L. lecanii (CIAT 215), 1.25 x
10%, 1.25 x 10°, and 1.25 x 108 conidia/mL, and these were placed individually in Petri dishes. Control ticks were
submerged in distilled water. Statistical analyses showed significant differencesin the period of preoviposition of females
treated with L. lecanii between treatments and the control. In the period of oviposition there were significant differences
between the controls and the concentrations 1.25 x 10%, 1.25 x 10°, and 1,25 x 108 conidia/mL. The survival of ticks
showed differences between the control and the concentrations of L. lecanii. Of the 120 ticks inoculated, 115 (95,8%)
were conidiated, and atotal invasion was observed at ninth day. The percentage of emergence was notably reduced in all
treatments compared with the control. A reduced survival of the larvae was observed at the concentration 1.25 x 108
conidia/mL (73%), compared with the control (100%). The concentration 1.25 x 108 conidia/mL of the fungus L. lecanii
presented asignificant effect on oviposition, the survival of the engorged femal esinocul ated, the percentage of emergence

of egg masses, and the survival of the larvae coming from the inocul ated eggs of B. microplus.
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Introduccién

En éreas tropicales y subtropicales como Colombia, existen
serias limitantes para el desarrollo de laindustria bovina por
la presencia de diversas especies de garrapatas, no sélo por
los dafios directos que ocasionan, sino también por ser trans-
misoras de microorganismos, principal mentelos causantesde
la anaplasmosisy babesiosis bovina. Estas enfermedades es-
tan ampliamente difundidas en Colombia desde €l nivel del
mar hastalos2.200 msnm, en las cual eslosfactores climéaticos
(temperatura, humedad, precipitaciony atitud) son favorables
paralamultiplicacion y desarrollo de lagarrapatadel ganado
Boophilus microplus (Canestrini, 1887) (Benavides 1983;
Benavideset al. 1999; Lamberti y Bulman 2002; DelaCruzy
Vahos 2004). B. microplus, es un ectoparasito hemat6fago,
con cubierta quitinosa, duray protectora que puede soportar
largos periodos de inanicidn; cuenta con un amplio rango de

hospederos, atatasa de oviposicion, practicamente carece de
enemigos naturalesy |as condiciones ecol 6gicas donde se en-
cuentracominmente favorecen lainfestaci on provocando gra-
ves alteraciones en |os animal es con repercusiones en la eco-
nomia de la actividad ganadera (Marin 2002; Armendariz
2003).

Unadelasestrategias mas utilizadas parael tratamiento de
animales infestados con B. microplus es la aplicacion de
acaricidas como organofosforados, amidinas, piretroides e
ivermectinas ainterval os especificos; también se han utiliza-
do extractos de plantasy semillas. Sin embargo, laresistencia
adquirida por las garrapatas a estos productos ha motivado el
uso de métodos alternativos de control parasitario como € uso
de hongos entomopatdgenos. Estos organismos se han consti-
tuido en grandes biocontroladores de insectos y acaros plagas
de cultivos y animales. El control bioldgico utilizando estas
alternativas consiste en el empleo de biopreparadosapartir de
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los hongos que son aplicados por medio de bafios al ganado o
en el pasto (Garcia 2002; Martinez et al. 2002; Fragas et al.
2006).

El hongo Lecanicilliumlecanii (Zimmerman) Zare & Gams,
2001 [=Verticillium lecanii (Zimmerman) Viégas] tiene am-
pliadistribucién mundial y un gran espectro como agente po-
tencial en control bioldgico de diferentes hospederos como
afidos, escamas, coledpteros, dipteros, colémbolosy garrapa-
tas, por esta razon ha sido estudiado como posible agente de
control de estos artrOpodos en diferentes investigaciones
(Tanaday Kaya 1993; Humber 1997; Obregon 2002). Rijo et
al. (1998) realizaron un estudio en la Provincia de la Habana
(Cuba) determinando la efectividad del biopreparado a base
del hongo V. lecanii cepaLBVL-2 parainfectar alos estados
parasiticos de B. microplus encontrando una efectividad entre
el 47,5y 78,7%. Vitorte et al. (1998, 2003) realizaron estu-
dios en novillos de establo asperjados con biopreparados de
L. lecanii encontrando resultados similares.

Por otro lado, Diaz y Chuquiyaury (2002) en laprovincia
de Oxapampa, departamento de Pasco (Pert), evaluaron €
efecto delasdosisdelos hongos entomotopatdgenos Beauveria
bassiana (Balsamo) VVuill, 1912y L. lecanii aconcentraciones
de 3x10" conidios/g en 92 vacunos de diferentesrazas, sexoy
con diferentes grados de infestacion de garrapatas, obtenien-
do mortalidad alos 12 dias después delainocul acion. Lamez-
cla de ambos entomopatdgenos, produjo una mejor respuesta
conun 77% de efectividad. En un estudio en Colombiase eva-
[uaron de formacomparativa 10 aislamientos de Metarhizium
anisopliae (Metsch.) Sor. 1883, B. bassianay L. lecanii sobre
teleoginas ingurgitadas (hembras maduras y listas para des-
prenderse del hospedador) de B. microplus encontrandose €l
mayor efecto sobre lareproduccién con € aislamiento Mt019
de M. anisopliae con € cual se obtuvo un 87% de inhibicion
en lareproduccion aladosisde 10° conidios/mL (FAO 2003).

Recientemente, Cardona (2005), evalud el efecto de B.
bassianay M. anisopliae y una combinacion de ambos hon-
gos sobre B. microplus adultas y su oviposicion en condicio-
nes de laboratorio. En sus resultados se observé que tanto la
supervivencia de los adultos como el porcentaje de eclosion
de larvas se redujo por efectos del hongo entomopatdgeno,
especia mente por lamezcla de ambos.

El potencial biocontrolador del hongo L. lecanii contraB.
microplus, demostrado en | os estudios mencionados, justifica
la busqueda de aislados mas eficientes, no solo en €l control
de las hembras tel eoginas sino también en huevoso larvas. El
objetivo de este estudio fue evaluar en el laboratorio la
patogenicidad del hongo entomopatdgeno L. lecanii (CIAT
215) en hembras ingurgitadas de B. microplusy sus huevos.

Materialesy M étodos

Recoleccién de las garrapatas. El estudio se realizo en €
laboratorio de Micologia del Instituto de Biologia de la Uni-
versidad de Antioquia. Se col ectaron manual mente aproxima-
damente 500 garrapatas tel eoginas de B. microplus sobre bo-
vinos en la Central Ganadera de la ciudad de Medellin. Las
garrapatas se depositaron en frascos de vidrio de boca ancha
(7cm de didmetro) que fueron tapados con gasay llevados a
laboratorio donde se verificd su identidad taxondmica utili-
zando las claves de LOpez (1980) y Parraet al. (1999). Las
garrapatas se lavaron con aguay se sumergieron durante un
minuto en solucion de hipoclorito de sodio a 1% para desin-
fectarlas, luego se secaron y pesaron individua mente en una

balanza (Adam Equipment, AE, ACB 600, max = 600 g, d =
0,02 g). Se conformaron tres grupos homogeéneos en peso (el
primero de 0,10 a 0,19 g, € segundo de 0,20 a 0,29 g y €
tercero de 0,30 a 0,39 g).

Origen y mantenimiento dela cepa del hongo. El hongo L.
lecanii aislado de mosca blanca Trialeurodes vaporariorum
Westwood, 1856 (Hemiptera: Aleyrodidae) (CIAT 215) fue
suministrado por el laboratorio Biotropica, Medellin, Colom-
biay cultivado a temperatura ambiente en botellas de arroz
acidificado (&cido lactico) y en cagjas de Petri con Agar Papa
Dextrosa(PDA), MERCK KgaA Darmstadt, Alemania, al cual
seleadiciond un macerado de garrapatas (1,5 g) obtenido des-
pués de someterlas por un tiempo de 30 minutos a soluciones
de HCl a 0,2 N y NAOH & 0,1 N (Protocolo adaptado de
Barranco et al. 2002). El hongo se mantuvo en el laboratorio
de Micologia del Instituto de Biologia de la Universidad de
Antioguiapor un tiempo de cultivo de 20 dias antesde laino-
culacion. Parareactivar in vivo la patogenicidad del hongo se
realizaron bioensayos con 90 hembras de B. microplus
ingurgitadas utilizando diferentes concentraciones como tra-
tamientos: 1,25 x 10, 1,25 x 10°y 1,25 x 108 conidios/mL de
L. lecanii. Lasgarrapatas muertasdiariamentefueron llevadas
a camara de humedad para evaluar la conidiacion del hongo
como una prueba de su patogenicidad. Del hongo abtenido a
partir de los cadaveres se realizaron cultivos monosporicos
siguiendo la técnica descrita por Calle (2000). La determina-
cién taxondmicay verificacion del hongo, previo acadaensa-
yo, serealizo siguiendo las claves de Barnett (1967), Samson
et al. (1984), Domsch y Gams (1993), Kirk et al. (2001) y
Barnett y Hunter (2003).

Pruebas de Patogenicidad

Preparacién de la suspensién de conidios. A partir de los
cultivos en PDA y Arroz acidificado se prepard una suspen-
sioninicia deconidiasdeL. lecanii en 200 mL de agua desti-
lada con Tween 80 (0,05%), y se estimd su concentracion
mediante conteo de conidios utilizando cAmara de Neubauer
(Goettel e Inglis 1997; Pérez 1997). A continuacion se prepa
raron las concentraciones de 1,25 x 10, 1,25 x 10°y 1,25 x
108 conidios/mL.

Bioensayos

1. Inoculacién de hembrasteleoginas de Boophilus
microplus.

Se conformaron 16 grupos cada uno constituido por 30 hem-
bras de B. microplus completamente ingurgitadas, homogé-
neas en cuanto a peso, tamarfio y vitalidad. Se seleccionaron
cuatro grupos como testigos, |os doce grupos restantes fueron
utilizados con las concentraciones a evaluar. Cada uno se su-
mergié en 100 mL delassuspensionesconidialesdel. lecanii
(1,25x 104, 1,25 x 10°y 1,25 x 10°conidios/mL ) durante diez
minutos y |os testigos se sumergieron en agua destilada esté-
ril. Seelimind el exceso de humedad y después cadagarrapata
se deposité de manera individual en una caja de Petri y fue
incubada en camara climatizada (WTBbinder 78532,
Tuttlingen, Alemania) con temperatura controlada de 28 +
0,5°C y humedad relativa superior a 85% durante 21 dias,
periodo en & cua la hembraingurgitada no necesita alimen-
tarsey llevaacabo la oviposicion.
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Después de la inoculacion se determiné el periodo de
prepostura, de oviposicion y la supervivencia de las garrapa
tas. Luego de 21 dias de realizado €l ensayo y unavez finali-
zado €l periodo de oviposicion, se recogieron los huevos de
cada garrapata, se pesaron en masa, cada masa de huevos se
depositd en un tubo de ensayo y se llevaron a cdmara clima-
tizada en condiciones similares a las descritas anteriormente
durante ocho dias para medir €l porcentaje de eclosion. Para
evaluar €l desarrollo del hongo en el cuerpo de las garrapatas
muertas éstas se col ocaron en cdmara de humedad y se obser-
varon diariamente, se establecio el tiempo de aparicion del
micelio hastalainvasion completa. Posteriormente serealiza-
ron montajes con azul de lactofenol del hongo obtenido de
algunas garrapatas muertas col onizadas para verificar la pre-
senciade L. lecanii en el cuerpo.

2. Inoculacién dehuevosobtenidosdehembrasteleoginas
deB. microplus

Serecolectaron hembras de B. microplus teleoginasy seincu-
baron en cdmaraclimatizada (a28 + 0,5°C y humedad relativa
superior a 85%) durante 21 dias para obtener huevos. Des-
pués de este tiempo, |os huevos se pesaron y se formaron 40
grupos de 0,1 g de peso y se sumergieron en 50 mL de las
suspensiones de hongo asi: diez parala concentracion 1,25 x
10%, diez parala concentracion 1,25 x 105, diez para la con-
centracion 1,25 x 10°conidios/mL, y diez paralostestigos (agua
destilada estéril). Luego se eliminaron los excesos de la solu-
cion y se degjaron sin tapar durante 24 horas para permitir un
secado adecuado. Para cada tubo se utilizé un tapén con una
envolturaadherible transparente que permitié laventilaciony
se dgjaron en camara climatizada durante 21 dias realizando
observaciones a estereomicroscopio paradeterminar e tiem-
po deeclosiény el porcentaje de supervivencialarvariaposti-
noculacién de los huevos.

Par ametros evaluados

Supervivenciadegarrapatasadultas. Seregistré diariamente
€l nlmero de garrapatas adultas muertas para cada concentra-
cion del hongo L. lecanii.

Periodo de preoviposicién y oviposicion. Se calcul6 € pe-
riodo de preoviposiciony oviposicion enlashembrastel eoginas
inoculadas con las diferentes concentraciones del hongo.

Porcentaje de eclosion y supervivencia larvaria. Paralos
dos ensayos el porcentaje de eclosién se calculé mediante un
conteo de cascaronesy la supervivencialarvaria se determi-
n6 ocho dias después de observar la eclosién de todos los
huevos.

indicedeeficienciadelaconversion (IEC). (IEC) = Peso de
los huevos de launidad experimental / peso delashembrasde
la unidad experimental a inicio del ensayo, es un parametro
cuantitativo utilizado para determinar la conversion del peso
de unahembraingurgitada en huevos (Benavideset al. 1999).

Eficienciadel hongo (EH). El indice de eficienciade la con-
version (IEC) de cadagrupo de garrapatas tratadas se compa-
ré con el 1EC delos grupos control para obtener la eficiencia
del hongo. EH = (IEC grupo control — IEC grupo tratado)/
(IEC grupo control) x 100 (Raymond et al. 2004).

Analisis estadistico. Las variables peso final, peso de la
oviposicion, periodo de preoviposicién, periodo de ovipo-
sicién, y porcentaje de eclosién de huevos se estudiaron me-
dianteandlisisde varianzabifactorial teniendo en cuentacomo
factores €l peso inicia delagarrapatay la concentracion del
hongo. Lamortalidad diaria para cada concentracion se com-
par6 mediante las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier
aplicando la prueba Generalizada de Gehan Wil coxon. Secal-
cul6 también € tiempo letal 50 (TL,) para cada concentra-
cion. Las comparaciones multiples de medias se efectuaron
con la prueba de Newman- Keuls paraa = 0,05. Los andlisis
se realizaron con el paguete estadistico STATISTICA 7.0
(Statsoft, Inc. Tulsa, Ok, U.S.A).

Resultadosy Discusion

Periodosdepreovipasicion y oviposicion. Independientemen-
tedelaconcentracion de L. lecanii € peso inicial masbajo de
las hembras inoculadas de B. microplus (0,10 — 0,19 g) pre-
sentd mayor tiempo promedio de preoviposicion (AnovaPeso
inicial: F, 4, = 23,48, P < 0,001. Concentracion: F; ,,, = 1,75;
P=0,16. Interaccion: Fg ., = 1,01; P=0,42) (Tabla1). A dife-
rencia de este resultado, Gallardo y Morales (1999) trabajan-
do con B. microplus no inoculadas en condiciones de labora-
torio (23 £ 1°C detemperaturay 85 + 10% de humedad rel ati-
vay fotoperiodo de 12:12 horas Dias: Noche) encontraron una
correlacion bgjay positivaentred pesoinicial delasteleoginas
y €l periodo de preoviposicion, (r = 0,27). Una correlacion
negativa como laencontradaen el presente estudio seregistro
por Davey et al. (1980) y laUniversidad delaHabana (1974)
(citados por Gallardo y Morales 1999), en este Ultimo trabajo
se resaltd que solo existe esta correlacion negativa entre los
dos factores a temperaturas entre 30 y 32°C pero que dado
gue lacorrelacion es débil quizas un niimero mayor de garra-
patas podrian detectar o que ocurre atemperaturasinferiores.

En el presente estudio se evaluaron 120 garrapatas en gru-
pos de peso homogéneos a temperatura de 28 + 0,5°C (supe-
rior alareportadapor Gallardoy Moralesy un poco inferior a
lareportada por €l trabajo de la Universidad de la Habana) y
larelacién entre las dos variables fue negativa (menor peso,
mayor periodo de preoviposicién), sugiriendo de estamanera
que dicha correlacion depende de la temperatura 'y que ella
podriaser un factor critico paraaumentar o disminuir €l perio-
do de preoviposicién de acuerdo a peso de las garrapatas. En
cuanto ala concentracion ésta no tuvo efecto en dicho perio-
do, estosresultados concuerdan con lo encontrado por Cardo-
na (2005) trabajando con B. microplus, utilizando M.
anisopliae y B. bassiana en condiciones de laboratorio a con-
centracion 1,25 x 108 conidios/mL. Ademas, Cardona (2005)
encontré que el periodo de preoviposicion fue de 5,42 y 5,5
dias respectivamente, mucho mayor que el encontrado en este
trabajo.

Por otro lado, €l periodo de oviposicion de B. microplus
resulto influenciado significativamente tanto por €l peso ini-
cial como por la concentracion (Tabla 1). La prueba de
Newman-K euls mostré que a medida que crece la concentra-
cién del hongo disminuyeé periodo deoviposicion (18,5, 16,3,
13,6y 7,2 diasrespectivamente) y, por otraparte, las garrapa-
tas con mayor peso inicial presentaron un periodo de
oviposicién més prolongado (14,8 dias); sin embargo, €l pe-
riodo mas corto fue para € peso intermedio (0,20 — 0,29 g)
con 13 dias (ANOVA Peso inicial: F,,, = 13,41; P < 0,001.
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Tabla 1. Efecto del hongo L. lecanii sobre |os periodos de preoviposicion, oviposicion, peso de oviposicion y peso final en hembras de B. microplus
en relacion con peso inicial de las garrapatas en condiciones controladas de |aboratorio. Media + desviacion estandar.

Peso inicial Periodo Periodo Peso de

Dosificacion garrapata preoviposicion oviposicion oviposicion Peso final IEC

(9 (dias) (dias) (9) garrapatas ER
Testigo 0,10-0,19 1,63 + 0,56 17,80 £ 2,22 0,074 + 0,028 0,024 + 0,019 0,5103
1,25x10* 0,10-0,19 1,62 + 0,62 15,48 + 3,28 0,073 +£ 0,023 0,019 + 0,017 0,5034
1,25x10° 0,10-0,19 1,93+ 0,52 14,73 £ 4,35 0,063 + 0,032 0,023 + 0,027 0,4344
1,25x108 0,10-0,19 1,70+ 0,47 7,70+ 0,88 0,066 + 0,029 0,043 + 0,023 0,4551
Testigo 0,20-0,29 1,37+ 0,52 18,47 £ 2,02 0,123 + 0,036 0,050 + 0,028 0,5020
1,25x10* 0,20-0,29 1,40+ 0,59 14,86 + 3,90 0,120 + 0,038 0,044 + 0,029 0,4897
1,25x10° 0,20-0,29 1,47+0,73 12,41 + 4,00 0,126 + 0,035 0,052 + 0,027 0,5142
1,25x108 0,20-0,29 1,25+ 0,54 6,22 + 2,92 0,078 + 0,047 0,095 + 0,029 0,3183
Testigo 0,30-0,38 1,17 + 0,46 19,20 + 1,42 0,138 + 0,045 0,077 £ 0,029 0,4058
1,25x10* 0,30-0,38 1,33+ 0,48 1843+1,91 0,130 + 0,055 0,062 + 0,020 0,3823
1,25x10° 0,30-0,38 1,24+ 0,44 13,59 + 4,08 0,166 + 0,044 0,076 + 0,038 0,4882
1,25x108 0,30-0,38 1,27+ 0,52 7,80+ 2,85 0,116 + 0,057 0,111 + 0,033 0,3411

Concentracion: F, ¢, = 266,4; P < 0,001. Interaccion: Fy =
3,70; P=0,0013). Cardona (2005) ademas encontré queal1,25
x 108 conidios/mL el periodo de oviposicion fuede 6,7 y 4,53
diasrespectivamente.

Gallardo y Morales (1999) encontraron que €l periodo de
preoviposicién y oviposicién de B. microplus sin tratamiento
con hongo en condiciones controladas de laboratorio fueron
mayores (4,74, 23,4 dias respectivamente) que |os obtenidos
en nuestro estudio con los testigos. Al respecto, Gallardo y
Morales, (1999) encontraron que durante el proceso de
oviposicion el 58,61% del peso delagarrapatase convirtio en
huevos. Meléndez (1998) reportaque en hembrasingurgitadas
el 55-60% de su peso corporal corresponde a huevosy €l 40-
45% restante a sangre'y Organos.

indice de eficiencia de la conversion. Al calcular e indice
de eficienciadela conversion (I EC) se encontré que paralos
testigos fue de 0,4727 y para las garrapatas inoculadas a la
concentracion mas alta, 0,3715 lo que indica que L. lecanii
reduce la conversion del peso corpora delagarrapataen hue-
vos (Tabla 2).

Tabla 2. Porcentaje de eclosién de huevos, indice de eficiencia de la
Conversién (IEC), eficiencia reproductiva (ER) y eficiencia del hongo
(EH) sobre B. microplusinoculadas a diferentes concentraciones con L.
lecanii.

indice de Eficiencia del
Dosificacién Eclosiéon  eficienciade la hongo (EH)
% conversion %
(IEC)

Testigo 93,8 0,4727 0
1,25x10* 89,4 0,4584 3,025
1,25x10° 90,7 0,4789 -1,311
1,25x108 74,4 0,3715 21,41

En cuanto alaconcentracién se encontro que solamente la
més alta (1,25 x 108 conidios/mL) redujo significativamente
el peso de la masa de huevos (0,087 g.) comparado con €l
peso promedio de las demas que presentaron un peso similar
(0,118; 0,106 y 0,112 g en orden decreciente respectivamen-
te), (Tabla 1) (ANOVA Peso inicid: F ,,, = 87,2; P < 0,001.
Concentracion: F,,; = 12,1; P < 0,001. Interaccion: Fg g =
4,8; P<0,001). Aunguelainteraccion pesoinicial versuscon-
centracion fue significativa, éstano fue influyente (Fig. 1).

El porcentaje de eclosion de huevos que provenian de
teleoginas, inoculadas con L. lecanii no resulté influenciado
por el pesoinicial delagarrapatapero si lo fue por laconcen-
tracion del hongo. La concentracién mas alta obtuvo € por-
centaje de eclosién maés bajo (74,4%) mientras que las demés
presentaron porcentajes similares (90,7, 89,4 y 93,8%)
(ANOVA Peso inicial: F, 3, = 0,54; P=0,58. Concentracion:
Fs4 = 10,45; P < 0,01. Interaccion: Fg 4., = 1,52; P = 0,17).
Cardona (2005) en estudios similares realizados con B.
microplus, ala concentracion 1,25 x 108 conidios/mL con M.
anisopliae y B. bassiana en condiciones de laboratorio, en-
contré que €l porcentgje de eclosion de larvas fue de 95% y
93,33% respectivamente.

El andlisis de supervivencia de las hembras teleoginas de
B. microplus inoculadas con diferentes concentracionesde L.
lecanii mostré diferencias significativas entre las concentra-
cionesdel hongo X,=299,3; P<0,001) (Fig. 2). Lascurvasse
compararon entre si siguiendo el método de Bonferroni con
a =0,017. Se encontré que a mayor concentracion del hongo
fue menor el promedio de dias de supervivenciacomo el TL,
(Tabla 3). Cardona (2005) con B. microplus, encontré que a
esta misma concentracion utilizando M. anisopliae y B.
bassiana, el tiempo promedio de supervivencia de garrapatas
adultas inoculadas fue de 15,1 y 11,4 dias, respectivamente.

Por su parte, Benjamin et al. (2002) evaluaron en condi-
ciones de campo y de laboratorio el efecto del hongo M.
anisopliae sobre garrapatas adultas Ixodes scapularis Say,
1821 encontrando que a4,0 x 10°conidios/mL hubo unamor-
talidad del 53% y 96% respectivamente después de cuatro se-
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Figura 1. Peso de oviposicion segin €l pesoinicial delasgarrapatasy la
concentracion del hongo L lecanii.

manas de inoculado el hongo. En condiciones de campo la
mortalidad mas alta de garrapatas ocurrié entre las semanas
dosy tres. Lamortalidad del grupo testigo fue del 3% en las
garrapatas infectadas en condiciones de campo y del 2% para
las inocul adas en condiciones de laboratorio.

Comparando los resultados de supervivenciaobtenidos en
€l presente estudio con losinvestigadores anteriores, se obser-
vaun mayor efecto potencial de L. lecanii sobre B. microplus
seguido por B. bassianay M. anisopliae, concluyéndose que
amedida que se aumentan |as concentraciones del hongo dis-
minuye la supervivencia de las garrapatas. |gual mente,
Khodadad et al. (2007) en un estudio en Iran evaluaron lavi-
rulencia de 11 aislamientos nativos de hongos entomopa-
tdgenos; M. anisopliae (tres aislamientos), B. bassiana (seis
aisamientos) y Lecanicillium psalliotae (Treschow) Zare &
W. Gams (dos aislamientos) que fueron estudiados contra di-
ferentes estados de desarrollo de Riphicephalus (Boophilus)
annulatus (Say, 1821) a diferentes concentraciones 10° 10°,
107 conidios/mL ), encontrando que €l porcentaje de mortali-
dad de las hembras ingurgitadas era dependiente de la dosis
con respecto alaconcentracion conidial usaday |os porcenta-
jes de mortalidad total observados fueron de 90-100%, 70 y
56,6% para M. anisopliae (IRAN 437 C y DEMI 001), B.
bassiana (IRAN 403 C) y L. psalliotae (IRAN 468 C)
postinoculacién con 107 conidios/mL, respectivamente.

En laboratorio, la patogenicidad de M. anisopliae sobre
losadultosdel. scapularisfue evaluadaencontrandose quela
mortalidad de la garrapatal. scapularisfue positivamente re-
lacionada con la concentracion de esporas de M. anisopliae,
como fue demostrado previamente con adultos y larvas del.
scapularis por Zhiouaet al.1997 (citados por Benjamin et al.
2002). Unaconcentracion de 10° conidios/mL tendriaun efec-
to bajo en lamortalidad de garrapatas, mientras que una con-
centracion de 107 conidios/mL produciriaunamortalidad cer-
canaa 50%. Similaresresultados han sido registrados paraB.
microplus por otros autores (Benjamin et al. 2002). En cuanto
alaconidiacion, observadaen los cadéveres de las garrapatas
analizados en placas con azul de lactofenol para identifica-
cién, se encontrd que a medida que aumenta la concentracion
del hongo también aumenta el porcentaje de garrapatas
conidiadas (Tabla 4) y presentaron invasion total entre el no-
veno y catorceavo dia postinoculacion (Figs. 3A-E).

Cardona (2005) en estudiosrealizados con B. microplus, a
1,25 x 10° conidios/mL con M. anisopliae y B. bassiana en
condiciones de laboratorio, encontré que alas dos semanas €l
75% y el 90% de las garrapatas tratadas estaban completa-
mente cubiertas por los hongos después de ocho dias post-
inoculacion. Benjamin et al. (2002) evaluaron el efecto de M.

anisopliae y B. bassiana a 4,0 x 10° conidios/mL en I.
scapularis observando que el hongo requiere dos semanas para
invadirlas y que a mayor concentracion de L. lecanii, se pre-
senta mayor invasion de éste sobre la garrapata.

De los testigos el 45% resultaron infectados por hongos
ambientales: Aspergillus sp. y Penicillium sp., bacterias:
Saphylococcus aureus, Pseudomona sp. y Serratia sp., loque
concuerda con Jonsson (2004) quien plantea que muchas es-
pecies de bacterias como Proteus mirabilis, Klebsiella pneu-
moniae, Pseudomonas spp., Saphylococcus spp., Serratia
mar cescens, Enterobacter cloacae, y Escherichia coli han sido
aisladas de garrapatas.

En este estudio las garrapatas inoculadas con diferentes
concentracionesdel hongo L. lecanii presentaroninfeccion por
bacterias, pero no infeccion por bacterias y hongos al mismo
tiempo (Tabla4). El aclaramiento de estas garrapatasinocul a-
dascon KOH a 5, 10, 15y 20% y las preparaciones con azul
delactofenol mostraron quelaconidiacion fuelacausaprinci-
pal de sumuerte.

40 7 —&— Dias
351 @ 1.25x10'
30 + \ —&— 1.25x10°
25 \

—e— 125x10°

Garrapatas conidiadas

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Tiempo (Dias)

Figura 2. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier para hembras
teleoginas de B. microplus inoculadas con el hongo L. lecanii.

Porcentaj e de eclosion de huevos de B. microplus inocula-
dos con L. lecanii. El porcentaje de eclosion, de la masa de
huevos (0,1 g) a dia ocho para la concentracion 1,25 x 108
conidiog/mL fuesignificativamenteinferior a porcentaje para
las demés concentraciones. (ANOVA Concentracion: F, 5, =
12,2; P<0,001). Khodadad et al. (2007) en un estudio en Iran
al evaluar el efecto de aislamientos nativos de hongos
entomopatdgenos; M. anisopliae, B. bassianay L. psalliotae
sobre los huevos de R.(B.) annulatus a una concentracion de
107 conidios/ml encontraron que dichos hongos disminuyeron
€l porcentgje deeclosién deloshuevossiendo de 89,1%, 35,5%
y 56,3% para cada especie.

Tabla 3. Estadisticos descriptivos para la supervivencia de garrapatas
hembras inoculadas con L. lecanii, durante 21 dias (n = 120).

Dosificacién Media £ DE TL,, (Mediana)
Testigo 202+1,7 21
1,25 x 10* 179+ 3,7 19
1,25 x 10° 15,6+ 4,0 15
1,25 x 108 93+26 10
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Tabla 4. Causay frecuencia de muerte de las garrapatas hembras inocul adas con |as diferentes concentraciones del hongo L. lecanii.

Causa de muerte Testigos 1,25x10* 1,25x10° 1,25x108
L. lecanii 0 (0%) 53 (44,2%) 85 (70,8%) 115 (95,8%)
Otros hongos o bacterias 54 (45%) 67 (55,8) 35 (29,2%) 5 (4,2%)
Causas naturales 66 (55%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Total 120 120 120 120

Con respecto a porcentaje de supervivenciade las larvas
provenientes de huevos de B. microplus, 21 dias después de
inoculacion, losresultados mostraron quelaconcentracion 1,25
x 108 conidios/mL presentd un porcentaje significativamente
inferior al de las otras concentraciones (ANOVA Concentra-
cion: F; 4, = 94,5; P < 0,001). Este resultado se esperaba dado
que las concentraciones mayores del hongo entomopatdgeno
poseen una mayor cantidad de conidios que se adhieren ala
cuticuladelagarrapataaumentando | as probabilidades de que
un mayor nimero de propagul osinfectivos penetreny se mul-
tipliquen dentro del cuerpo de la garrapata, ocasionando da-
fios, ya sea mecénicos (destruccion de tejidos), deficiencias
nutricional es o liberacion de toxinas que disminuyen la super-
vivencia (Steinhaus 1949; Tanaday Kaya 1993). Igualmente
ladensidad delos conidios debe lograr un umbral para alcan-
zar una efectiva penetracion alacuticulade la garrapatay la

Figura 3. A. Hembra de B. Microplus. B. huevos testigo. C. y D. B.
microplusinvadido con L. lecanii. E. Huevos de B. microplusinvadidos
con L. lecanii.

posterior muerte del hospedero (Benjamin et al. 2002). Car-
dona (2005), utilizando masas de huevos de 2,85 g e inocu-
l&ndolas a la concentracion 1,25 x 108 conidios/mL con M.
anisopliae y B. bassiana en condiciones de laboratorio, en-
contrd porcentajes de mortalidad superiores al 95% para am-
bos hongos.

Conclusiones

El uso de hongos entomopatdgenos, laaplicaci 6n de extractos
vegetales, € pastoreo conjunto o aternado con animales no
aptos paralagarrapata, asi como la utilizacién de unavacuna
antigarrapaticida, son alternativas de control que sehallan bagjo
evaluacion. Los resultados del presente trabajo sugieren que
e aisladodeL. lecani (CIAT 215) deberiaser probado en cam-
po; en condicionesin Vitro el hongo mostro ser efectivo con-
tra hembras teleoginas de B. microplus especialmente en la
concentracion 1,25 x10° conidios/mL queindujo un 100% mor-
talidad, un menor tiempo de supervivencia, un menor tiempo
de oviposicion y de eclosion de huevos provenientes de
teleoginas de B. microplus inoculadas. Ademés, la habilidad
de este aislado para penetrar la cuticula de garrapatas adultas
y laduracion del proceso de invasion total que para este caso
fue entre & noveno y catorceavo dia postinoculacién, podria
permitir en campo que garrapatas infectadasinoculen alasno
infectadas.

Debido alaimportancia econémica que B. microplus re-
presenta al ser uno de los principal es ectoparasitos presentes
en laganaderia bovina, € estudio sobre su biologia contribu-
ye al mejor disefio de estrategias de control de esta garrapata.
M é&sinvestigaciones sobre sus enemigos natural es, bioecol ogia
y dinamicade poblaciones permitiran mejorar puntosclaveen
los programas de control.
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