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Control de la garrapata Boophilus microplus con Metarhizium anisopliae,
estudios de laboratorio y campo

Control of the cattle tick Boophilus microplus with Metar hizium anisopliae, laboratory and field studies.

ELKIN LOPEZ*4, GUSTAVO LOPEZ?y SERGIO ORDUZ3*

Resumen: Se evalud la capacidad biocontroladora de ocho cepas Metar hizium anisopliae sobre la garrapata Boophilus
microplusen condicionesdelaboratorio y campo. Lacepa 137bm causo € efecto mésfuerte sobrelacapacidad reproductiva
delagarrapata, disminuyendo laoviposicion delagarrapatas del 90 al 96% cuando las garrapatas adultas fueron tratadas
invitro con 1x10°y 1x10° conidias/ml. También redujo laviabilidad delos huevos de este artrépodo en mas del 98% enlas
mismas dosis. En ensayos de campo se logro reducir lainfestacion de garrapatas en un 75% en vacas Holstein x Cebd,
cuando se aplico M. anisopliae 137bm aunaconcentracion de 1x108 conidias/ml. Ademas, se observo quelafecundidad de
las garrapatas provenientes de vacas tratadas con M. anisopliae fue tres veces inferior que las del grupo control. Por otra
parte, la cepa 137bm aplicada en la pradera a una concentracion de 5x10* conidias’ha, causd una disminucion en la
poblacion delarvas en cercadel 86% una semana después de una aspersion con conidias de M. anisopliae.

Palabrasclave: Control biolégico. Fertilidad de garrapatas. Ganado Holstein x Ceb.

Abstract: The biocontrol potential of eight strains of Metar hizium anisopliae was eval uated for the cattle tick Boophilus
microplus under [aboratory and field conditions. The strain 137bm caused the highest effect on the reproductive capacity
of thetick, decreasing tick oviposition by 90 and 96% when adult ticksweretreated in vitro with 1x10° and 1x10° conidia/
ml. It also reduced egg viability by more than 98% in the same doses. In the field trials it was possible to reduce tick
infestation by 75% in Holstein x Cebl cowswhen M. anisopliae 137bm was applied at aconcentration of 1x10° conidias/
ml. Also, the fecundity of the ticks coming from cows treated with M. anisopliae was three times lower than that of the
control group. On the other hand, strain 137bm applied to themeadow at aconcentration of 5x10 conidia/haconcentration
caused adecreasein the larval tick population close to 86% one week after an application with conidia of M. anisopliae.

Key words: Biological control. Tick fertility. Holstein x Ceb cattle.

Introduccion

LagarrapataBoophilus microplus (Canestrini, 1887) esconsi-
derada como uno de los més importantes ectoparasitos del
ganado bovino en los paises tropicales debido a los dafios
directos que ocasionay alos agentesinfecciosos que transmi-
tey que causan enfermedades como anaplasmosisy babesiosis
(da Guedes et al. 2000; Costa et al. 2002). Las garrapatas se
encuentran distribuidas en diferentes zonas en todo el mundo
pero es principalmenteen Centroy Sur Américay € occidente
de Africa donde generan las més grandes pérdidas economi-
cas, que en afios anterioresfueron cal culadas entre US$ 13.900
y 18.700 millones debido a que causan disminucién en lapro-
duccion delechey carne, mortalidad del ganado, sin conside-
rar el costo derivado de su control (Bittencourt et al. 1997;
Kaayay Asan 2000).

El control delasgarrapatas serealizacominmente median-
teacaricidas, pero por el desarrollo deresistencia(Rodriguez-
Vivaset al. 2006), por lademandade alimentoslibresderesi-
duos quimicos y por el cuidado del ambiente, se sugiere la
utilizacién de sistemas alternativos de control entrelos que se
pueden contar €l empleo de nemétodos (Hill 1998), vacunas
(Jonsson et al. 2000; Ruiz et al . 2007), bacterias (Hassanain et
al. 1997), aceites esenciales (Prates et al. 1998) y hongos
entomopatdgenos como Beauveria bassiana (Bals. Vuill, 1806)

y Metar hiziumanisopliae (Metschnikoff ,1879, Sorokin, 1883).
Se hareportado que estos hongos causan mortalidad en garra-
patas adultas, a la vez que disminuyen su fecundidad
(Bittencourt et al. 1997; Zhioua et al. 1997; Barcelos et al.
1998; Kaaya 2000; Guedes et al. 2000; Kaaya y Asan 2000;
Benjamin et al. 2002; daCostaet al. 2002).

M. anisopliae es un hongo Deuteromycete, patdgeno
generalista que ataca un diverso grupo de insectos (Benjamin
et al. 2002; Quesada-Moragaet al. 2004). Este hongo invade el
cuerpo del artropodo hospedero através de la cuticulay pos-
teriormente sereproduce en él, favoreciendo asi latransmision
horizontal del hongo y ademas puede tener efecto sobre la
reproduccién del organismo que estasiendo atacado (Quesada
Moraga et al. 2004). M. anisopliae ha sido utilizado comun-
mente para e control de insectos entre los que se destacan
hormigas, termitas, langostasy cucarachas entre otros, y tam-
bién se hausado parael control de &carosy garrapatas (Souza
et al. 1999; Bittencourt 2000; Kaaya y Asan 2000; LOpez y
Orduz 2003).

El objetivo de este trabajo fue estudiar €l efecto patégeno
de M. anisopliae sobre diferentes estados de desarrollo de la
garrapatas B. microplus mediante bioensayos en el |aborato-
rio y pruebas en campo, utilizando ganado y pasto natural-
mente infestados.
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Materialesy M éodos

Cepasdehongos. Seutilizaronlascepas 77, 81, 94, 95, 115, 136
y 137bm de M. anisopliae que hacen parte de la coleccion de
hongos delaUnidad de Biotecnologiay Control Biol6gico de
la Corporacion para Investigaciones Biologicas (CIB). Los
hongos se cultivaron en agar papa dextrosa (PDA) y seincu-
baron a 26°C por dos semanas. L as conidias de los hongos se
cosecharon por lavado de la superficie del medio de cultivo
con aguadestiladaestéril (Gindin et al. 2000).

Bioensayosen labor atorio. Serecolectaron garrapatastel eo-
ginas B .microplusdevacasHolstein en el centro de acopio de
ganado en laciudad de Medellin, Colombia. Gruposde 10 ga-
rrapatas fueron lavadas, pesadas y posteriormente sumergi-
das durante tres minutos en suspensiones de conidias de cada
cepa de M. anisopliae con un rango de concentracion entre
10%y 10° conidias/ml. Posteriormente, las garrapatas se coloca
ron en cajasde Petri eincubaron a26°C, 85-90% de humedad y
fotoperiodo luz: oscuridad 12:12 horas por 21 diasparapermitir
la ovoposicion. Los huevos se recolectaron, pesaron e incu-
baron bajo las mismas condiciones para permitir la eclosion
larvaria. Las garrapatas control setrataron con agua destilada
estéril eincubaron bajo las mismas condiciones. Seregistré la
infeccion producida por € hongo en las garrapatas y el peso
de los huevos ovipositados y posteriormente se registré €l
porcentgje deeclosion larvaria(Bittencourt et al. 1997; Zhioua
et al.1997; daCostaet al. 2002).

También se realizaron bioensayos con larvas de B.
microplus obtenidas de tel eoginas que se incubaron como se
menciond anteriormente. Las larvas se trataron con conidias
de cada una de las cepas de M. anisopliae en un rango de
concentracion entre 10°y 10° conidias/ml. Seagregaron 3 ml de
las suspensiones de conidias en cagjas de petri con circulos de
papel filtro. Posteriormente, se depositaron entre 300 y 500
larvasde 11 a 21 dias de nacidas, se cubrieron con otro circulo
de papel filtroy se agregaron nuevamente 3 ml de las suspen-
siones de conidias de M. anisopliae. Seincubaron por 3mina
temperatura ambiente y después las larvas se colocaron en
tubos de ensayo cerrados con tapones de algoddn e incuba-
das a 26°C, 85-90% de humedad por 10 dias. Las larvas del
grupo control setrataron con agua destilada estéril. Se evalud
la mortalidad larvaria de acuerdo con la técnica descrita por
Souzaet al. (1999) y Chagaset al. (2003).

Ensayosen campo. Seutilizo lacepal37bm de M. anisopliae
debido a que en los ensayos de laboratorio demostré una la
mayor patogenicidad para las garrapatas que las otras cepas.
M. anisopliae cepa 137bm fue producido por una empresa
dedicadaalacomercializacion de microorgani smos para con-
trol bioldgicoy laformulacién delas conidiasincluyelactosa,
talcoy gomaxantan. El ensayo serealiz6 en unafincasituada
a 1600 msnm en & municipio de Barbosa, 50 km al norte de
Medellin, Colombia, con unatemperaturapromedio de 26°C y
unahumedad relativaentre 65-75%.

En la prueba se utilizaron 20 vacas del cruce Holstein x
Cebu distribuidas en dos grupos de 10 animales cadauno. Un
grupo de vacas fue bafiado con una suspension acuosa de
conidias de M. anisopliae cepa 137bm aunaconcentracion de
Ix1C®conidias/ml. Seaplicd 1 litro delasuspension deconidias
por cada 100 kg de peso del animal. El otro grupo de vacas
sirvio como control y se utilizd solamente agua en la misma
cantidad que el grupo tratado con el hongo. La€eleccién dela

dosis utilizada en estas pruebas se hizo teniendo en cuentalos
buenos resultados con esta concentracién en pruebas de la-
boratorioy por el costo del tratamiento de un producto comer-
cial.

Las aplicaciones se hicieron en tres ocasiones con una
bomba de aspersion, con interval os de una semanay se conti-
nuo el monitoreo por tres semanas después delaultimaaplica
cion. El seguimiento del experimento serealiz6 medianteel re-
cuento semanal de garrapatas adultas con un tamafio superior
a4 mm en cada uno de los animales. Después de 48 horas de
las aplicaciones de M. anisopliae, de cadaunadelasvacas se
recolectaron garrapatas que fueron llevadasal laboratorio para
determinar el peso de los huevos ovipositadosy el porcentagje
deeclosion larvaria. Los especimenesrecogidos setrataron de
igual formacomo se menciond en los bioensayos en laborato-
rio.

El hongo M. anisopliae cepa 137bm seaplicd tambiénen €
pasto (pradera) en parcelas de 9 m? con una dosis de 5x10%
conidias’ha. Se utiliz6 un potrero distinto a experimento con
vacas y libre de ganado. Las aplicaciones y evaluaciones se
hicieron en las mismas fechas en que se hizo € experimento
conlosbovinos. Sedetermind el nimero delarvasde garrapa-
tas en las parcelas contabilizando las larvas que se adherian
aunatelablancade 1 m? que se extendi6 sobre €l pasto tres
veces durante tres minutos en cada visita (Benjamin et al.
2002). Unaparceladeigual tamafio que la anterior donde se
aplico solamente aguasirvié como control. Durante €l perio-
do de observacién no se permitié al ganado pastorear en esas
parcelas.

Andlisisdedatos. Seobtuvieron indice de produccién de hue-
vos (IPH= peso postura/peso inicial de garrapatas) y eficien-
ciareproductiva(ER=1PH x % eclosién larvaria) (Bittencourt
et al. 1994a; 1997). Los datos fueron sometidos a andlisis de
varianzay ala prueba de Tukey para determinar diferencias
significativas entre tratamientos y controles. En los ensayos
con larvas en laboratorio se determind la concentracion letal
media (L Cs,) usando el programa Probit.

Resultados

Bioensayosen labor atorio. Entodaslas concentraciones utili-
zadas se observé esporul acion del hongo M. anisopliae sobre
las garrapatas tratadas siete dias después de la inoculacion.
M. anisopliae causd disminucion en el IPH y enlaER de las
garrapatas cuando se aplicd cualquier cepay en todaslas con-
centraciones usadas, con diferencias estadisticamente signifi-
cativas respecto a grupo control (Tabla 1). La cepa 137bm
causd lamés ata IPH llegando a ser entre las dosis 1x10° y
1x10° conidias/ml de hasta 22 veces menor que en €l control.
Ademas, mientras que €l valor de ER en € grupo control fue
cercano a 50%, en el grupo tratado con la cepa 137bm en las
dosis 1x10® y 1x10° conidias/ml, estuvo por debajo del 0,1%
(Tablal). Laeclosionlarvariaapartir de huevos que procedian
delasgarrapatas tratadas también disminuy6 con laaplicacion
de todas las cepas y dosis, pero, particularmente con la cepa
137bm conlaquelaeclosiondelarvasfuede 1,67%y 0,5%en
lasdosis 1x10%y 1x10° conidias/ml respectivamente, mientras
queen el grupo control € porcentaje de eclosion fuedel 97,5%
(Tabla2).

En los bioensayos con larvas de garrapata se encontré una
alta susceptibilidad de las larvas a todas las cepas de M.
anisopliaey sedetermind quelascepas 81, 94, 95y 136 fueron
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Tabla 1. Eficacia de Metarhizium anisopliae sobre la garrapata Boophilus microplus.

i ndice de produccion de huevos (I PH)

Cepas

Dosis

(conidias/ml) 77 81 94 95 115 136 137bm
Control 0,512 0,51a 0,51a 0,51a 0,51a 0,51a 0,51a

1x10° n.d. n.d. 0,36bc n.d. n.d. 0,41ab 0,43ab
1x10* n.d. n.d. 0,32bcd n.d. n.d. 0,34bcd 0,39%bc
1x10° n.d. n.d. 0,29bcd n.d. n.d. 0,28cd 0,32¢c

Ix10° 0,33b 0,41ab 0,43ab 0,37b 0,38b 0,38bc 0,34c

1x107 0,33b 0,37hbc 0,28cd 0,37b 0,41ab 0,25de 0,20d

Ix10® 0,31b 0,33bc 0,20de 0,22c 0,27b 0,10f 0,05e

Ix1° 0,33b 0,24c 0,0ad 0,13c 0,32b 0,13ef 0,02e

Eficaciareproductiva (ER) (%)

Control 49,54a 49,54a 49,54a 49,54a 49,54a 49,54a 49,54a
Ix10® n.d. n.d. 34,82bc n.d. n.d. 38,57b 39,98b
1x10* n.d. n.d. 30,36bcd n.d. n.d. 32,66bcd 33,39%c
1x10° n.d. n.d. 27,44cd n.d. n.d. 25,52cd 24,80c
Ix10° 27,400 26,83b 40,64ab 35,85b 30,78bc 34,97bc 25,74c
1x107 25,57b 22,02bc 21,96de 30,00b 35,35b 22,08d 10,65d
Ix10® 26,44b 15,15bc 13,29 13,87c 20,21c 2,36e 0,09

Ix1° 25,490 11,32c 1,50f 6,46C 18,92c 6,04e 0,0le

2L os datos dentro de una columnay para cada indice seguidos de la misma letra no son significativamente diferentes (Tukey o = 0.05). n.d. = no determinado.

las més efectivas paramatar larvas de garrapatay presentaron
unaconcentracionletal media(CL ) enunrango entre 1,57x10
y 6,33x10* conidias/ml (Tabla3).

Ensayosen campo. Losdatos de lasemanauno corresponden
a la poblacion natural de garrapatas teleoginas o larvas de
garrapata en las vacas o en el pasto, respectivamente. Des-
pués de | as aplicaciones de M. anisopliae cepa 137bm se ob-

servé unadisminucion del 75% en lainfestacion de garrapatas
en los animales del grupo tratado, con diferencias
estadisticamente significativas, entre los datos, a partir de la
tercera semana (después de dos aplicaciones) y del inicio del
experimento (Tabla4).

En el grupo de vacas control se present6 un aumento en la
infestacion de garrapatas durante el mismo periodo (Tabla5).
Ademas, lacepa 137bm M. anisopliae causd unadisminucién

Tabla 2. Porcentaje de eclosién de larvas de huevos procedentes de Boophilus microplus tratadas con diferentes cepas y dosis de Metarhizium

anisopliae.
{ndice de produccion de huevos (IPH)
Cepas

Dosis
(conidias/mL) 7 81 94 95 115 136 137bm
Control 97,55" 97,55a 97,55a 97,55a 97,55a 97,55a 97,55a
Ix10® n.d. n.d. 96,67ab n.d. n.d. 93,5a 93,17ab
1x10* n.d. n.d. 95,67ab n.d. n.d. 94,67a 84,5bc
1x10° n.d. n.d. 93,67ab n.d. n.d. 92,83a 78c
1x10° 82,67ab 65,33b 95ab 95,67a 81,33ch 91,17a 76,67c
1x107 75b 60,33b 77,5b 80ab 86,67b 88,17a 51,33d
Ix10® 82,67ab 46¢ 45,67¢c 62bc T4c 21,5b 1,67d
Ix10° 78,33b 48,67c 14,67d 43,33c 60,33d 41,5b 0,5e

2L os datos dentro de una columna seguidos de la misma letra no son significativamente diferentes (Tukey o. = 0,05). n.d. = no determinado.
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Tabla 3. Concentracion letal media (CLg,) de diferentes cepas de
Metar hizium anisopliae sobre larvas de garrapatas Boophilus microplus.

Tabla 4. Promedio de garrapatas teleoginas (tamafio 4 a 8 mm) en las
vacasy de larvas de garrapatas en €l pasto con Metarhizium anisopliae
cepa 137bm.

Cepas CL,(conidias/ml) Inferior superior Garrapatas / vaca Larvas de gar ratapa/m?
6
77 5.84x10 5.96x10° 5.71x10° Semana® M. anisopliae Control M. anisopliae Control
81 1.57x10* 1.09x10* 2.20x10* : o
94 2.85x10° 1.65x10° 4.65x10° ! 103a % >3a 68a
2 107a 66ab 7o 57ab
95 4.12x10* 8.43x10° 1.97x10°
3 45ab 63ab 3b 21ab
115 1.24x10° 9.99x10* 1.55x10°
136 6.33x10* 1.94x10° 2.03x10° . 32b >92b ® Lo
gl o i 5 26b 572b 1b 23abc
137bm 1.97x10 2.54x10° 1.54x10 5 0ab 86a b 6c

de oviposicién y eclosion de larvas provenientes de vacas
tratadas por lo que losvaloresde IPH y ER son de tresy dos
veces menores que en el control, con diferencias estadistica-
mente significativas, después de la segunday tercera aplica
cién del hongo, respectivamente (Tabla5).

En el experimento en pasto el efecto biocontrolador de M.
anisopliae fue menos notorio debido a que tanto en laparcela
tratada como en el control hubo una disminucion en la pobla-
cién de larvas garrapata durante € tiempo de evaluacién. De
manera que en la segunda semana del experimento en pasto,
después de la primera aspersion con las conidias de M.
anisopliae, se encontrd una reduccion del 87% de la pobla-
cién delarvas de garrapata (Tabla4). Mientras que en el con-
trol solo se presentaron diferencias significativas respecto al
recuento inicial, hasta cuatro semanas después de haber ini-
ciado el experimento (Tabla4).

Discusion

M. anisopliae presentd una alta capacidad para atacar las ga-
rrapatas, puesto que aun en las concentraciones més bajas
utilizadas afect6 diferentes estados de desarrollo de este
ectoparasito sobre los bovinos o en el pasto. Ademas, M.
anisopliae causd disminucion en laoviposicion de garrapatas
provenientesdevacastratadasy en laeclosiénlarvaria, 1o que
podriaser interpretado como latransmision vertical del efecto
controlador del hongo aladescendenciadel artrépodo. Resul-
tados similares han sido demostrados en otros estudios de
control degarrapatas (Bittencourt et al. 19944, 1994b; Barcelos
et al. 1998; Bittencourt 2000; K aaya 2000; Guedeset al. 2000;
Quesada-Moragaet al. 2004). El efecto detransmision vertical
de M. anisopliae ha sido estudiado en cucarachas, en las que
se encontrd disminucion cercana a 50% en la produccién de

aLasaplicacionessehicieron enlassemanas 1,2y 3° = L os datos dentro de unacolumna
seguidos de la misma letra no son significativamente diferentes (Tukey o = 0,05).

huevos y en la eclosion de ninfas cuando los adultos fueron
tratados con lacepaEAMa01/121-Su (Quesada-Moragaet al.
2004).

L osresultadosdelaboratorio pudieron ser extrapoladosala
prueba de campo que se realizé con lacepa 137bm, aunque los
cambiosen losresultados de |PH, ER y eclosion no tuvieron la
misma intensidad de los ensayos de laboratorio posiblemente
debido a que las conidias del hongo se vieron afectadas por
condiciones ambientales como laintensidad solar y lalluvia.

M. anisopliae causd una disminucion en lainfestacion de
garrapatas en €l ganado y en el pasto. Este efecto controlador
de M. anisopliae sobre |as garrapatas se conservo en €l gana-
do tratado durante dos semanas después de la Ultima aplica-
cién. Resultados similares fueron observados en un trabajo
previo donde el efecto de las conidias de los hongos B.
bassiana y M. anisopliae persistieron entre una a tres sema-
nas en las orgjas del ganado después de la aplicacion (Kaaya
etal. 1996).

De acuerdo con los datos de IPH, ER y € porcentagje de
eclosion larvaria, no se presentaron diferencias significativas
entre el grupo de vacas tratadas'y el control cuando se aplico
M. anisopliaelaprimeravez, pero despuésde lasegunday de
la tercera aplicacion del hongo sobre las vacas se encontré
reduccién de los pardmetros en €l grupo de animalestratados,
situacién que sugiere que una sola aplicacion no es lo sufi-
cientemente efectiva, por 1o que se deben realizar aplicaciones
periddicas de hongos en un esquema similar a que se hace
cuando se aplican productos quimicos. Ademas, la aplicacion
de M. anisopliae también deberealizarse en €l pasto donde se
encuentran las larvas de garrapatas con €l fin de disminuir la
posibilidad de una nueva infestacion en el ganado, ya que se

Tabla 5. Parametros para medir el efecto de Metarhizium anisopliae sobre Boophilus microplus colectadas de ganado tratado en las pruebas de

campo.

Aplicacion 12

Aplicacién 2 Aplicaciéon 3

Tratamiento IPHP ERC (%) Eclosion (%) IPH ER (%) Eclosion (%) IPH ER (%) Eclosion (%)
M. anisopliae  0,21&° 12,75a 52,63a 0,12b 9,71b 24.,84b 0,14b 9,68b 36,20b
Control 0,25a 21,31a 46,89a 0,36a 32,14a 80,83a 0,26a 24a 72,52a

a_asaplicaciones sehicieron enlassemanas 1, 2y 3. *Indice de produccion de huevos (IPH). ¢Eficienciareproductivas (ER). ¢L os datos dentro de unacolumna seguidos delamisma

letra no son significativamente diferentes (Tukey o = 0,05).
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conoce que las larvas son atamente susceptibles ala accion
del hongo, como se logré comprobar en este trabgjo.

A pesar de que en €l experimento de campo en la parcela
control hubo disminucion en la poblacién de garrapatas, ésta
solo presentd diferencias significativas respecto a la pobla-
ciéninicial delarvasapartir delacuartasemanadel experimen-
to mientras que en €l lote tratado la disminucién se dio una
semana después. Ademas, el experimento de campo fue reali-
zado durante octubre y noviembre de 2003 que estuvieron en-
trelosmesesméslluviososdd afiocon 202y 156 mm, y 21y 14
diasdelluviaen el mes, respectivamente (Datos obtenidosdel
Ingtituto de EstudiosAmbientales de Colombial DEAM). Esta
precipitacion puede tener dos efectos, € primero es mantener
unaaltahumedad en €l ambientelo quefavorecelagerminacion
de las conidias de M. anisopliae y promueve el proceso de
infeccion (Luz y Fargues 1997), pero por otro lado puede cau-
sar disminucion delapoblacion delarvas del pasto por lavado,
tendencia que se observé en el grupo control.
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