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RESUMEN

La garrapata comun del ganado genera millonarias pérdidas econdémicas en todo el
mundo, estimandose para Uruguay 45 millones de ddlares al afio. En nuestro pais,
su control esta legislado y se basa casi exclusivamente en el uso de productos
quimicos, habiéndose diagnosticado resistencia a todos los productos quimicos
disponibles en el mercado, excepto al fluazurén. La aparicion de resistencia a los
garrapaticidas, compromete el éxito de la Campafia Sanitaria por lo que deben
buscarse alternativas al control quimico. De esta manera se disminuira el problema
de la contaminacién ambiental, residuos en carne y sus subproductos, obteniendo
un alimento inocuo y seguro para los consumidores. Una de estas alternativas es el
uso del hongo entomopatdégeno Metarhizium anisopliae, siendo fundamental conocer

sus caracteristicas, ventajas y desventajas para poder darle un uso correcto y eficaz.

En el mundo existen numerosos trabajos con este hongo realizados in-vitro pero
muy pocos en condiciones in-vivo. En nuestro Pais aun no existen trabajos

publicados que reporten la efectividad del hongo contra Rhipicephalus microplus.

La presente revision tuvo como finalidad ampliar y actualizar los conocimientos
sobre el uso de M. anisopliae. ya que en un futuro cercano, de probarse su eficacia
en nuestras condiciones de campo, deberd ser tenida en cuenta por todos los
profesionales veterinarios del Uruguay y por las autoridades del Ministerio de
Ganderia Agricultura y Pesca (MGAP) para incluirla en el control de R. microplus

Se realizaron busquedas bibliograficas principalmente en Google Académico,
PubMed, Timbo, entre los afios 1997 a 2018. Se incluyeron como principales
palabras claves: hongo entomopatdégeno, control biolégico, M. anisopliae, R.
microplus. Como criterio de inclusién sélo incorporaron trabajos que tuvieran como
minimo, 3 repeticiones y 3 réplicas con un nivel de significacion de a=0,05, y todos

los trabajos in vivo.

En la presente revisibn se discuten las ventajas y desventajas del uso de M.

anisopliae para el control de la garrapata y su posible aplicacion en nuestro medio.



ABSTRACT

The cattle tick generates millionaire economic losses in the whole world. Uruguay
has an estimated 45 million dollars of losses per the year. In our country, its control is
legislated and is based almost exclusively on the use of chemical products, having
been diagnosed resistance to all the chemical products available in the market,
except fluazuron. The emergence of resistance to ticks, compromises the success of
the Sanitary Campaign so that alternatives to chemical control should be sought.
This will reduce the problem of environmental pollution, waste in meat and its by-
products, obtaining safe food for consumers. One of these alternatives is the use of
the entomopathogenic fungus Metarhizium anisopliae, and it is fundamental to know
its characteristics, advantages and disadvantages to be able to use it correctly and

effectively.

In the world there are numerous works with this fungus made in-vitro but very few in
in-vivo conditions. In our country there are still no published works that report the

effectiveness of the fungus against Rhipicephalus microplus.

The purpose of this review was to expand and update the knowledge on the use of
M. anisopliae since in the near future, if proven effective in our field conditions, it
should be taken into account by all veterinary professionals in Uruguay and by the

authorities of MGAP to include it in the control of R. microplus

Bibliographic searches were carried out mainly in Google Scholar, PubMed, Timbd,
between 1997 and 2018. The main keywords were: entomopathogenic fungus,
biological control, M. anisopliae, R. microplus. As an inclusion criterion, they only
incorporated works that had at least 3 repetitions and 3 replicates with a level of

significance of a=0.05, and all in-vivo work.

In the present review the advantages and disadvantages of the use of M. anisopliae
for the control of the tick and its possible application in our environment are

discussed.



1. INTRODUCCION

La “garrapata comun del ganado” (Rhipicephalus microplus) genera una parasitosis
considerada de las mas importantes del ganado bovino a nivel mundial,
principalmente en regiones tropicales y subtropicales (FAO, 2004). Sus principales
acciones patdégenas son la hematofagia, la transmisién de hematozoarios agentes
de la Tristeza Parasitaria Bovina (Babesia bovis, B. bigemina y Anaplasma
marginale) y dafios en el cuero (Nufiez y col., 1982) a lo que se suman costos que
involucran los tratamientos sanitarios.

R. microplus se clasifica taxonémicamente dentro del Phylum Arthropoda, Clase
Arachnida, Orden Acarina, Familia Ixodidae. Esta garrapata fue introducida desde
regiones de la India hacia areas de Asia, Africa, Oceania y gran parte de América
del sur y México (Estrada Pefia y col., 2006), abarcando principalmente la zona entre
paralelos de latitud 32°N y 35°S (Nufiez y col., 1982). Su ciclo es monofasico, ya
gue su unico hospedero es el bovino, sobre el cual cumple su fase parasitaria
(Guimardes y col., 2001) y tiene estadios extra-parasitarios que se dan en el
ambiente.

Estudios epidemioldgicos llevados a cabo en nuestro pais (Nari y col., 1979;
Cardozo y col., 1984; Cuore y col.,, 2012) determinaron la existencia de 2,5 a 3
generaciones por afio con interrupcion de la fase no parasitaria en el invierno,
pudiendo durar ésta entre 7 y 9 meses.

Uruguay, cuya actividad econdmica principal es la ganaderia, cuenta con un stock
vacuno de 11.732.000 (INAC, 2017), se han estimado pérdidas econémicas anuales
entre 32,8 millones de ddlares (Avila, 1998) y 45 millones de délares (Muzio, 2006).

Debido a las millonarias pérdidas causadas por la garrapata, tanto mundiales como
nacionales, se han desarrollado estrategias de control y de erradicacién basadas, la
mayoria de ellas, en el uso de ixodicidas quimicos.

En la historia de nuestro pais, el combate de la garrapata comienza en el afio 1910
en forma indirecta con la Ley 3.606 donde se declara la erradicacién de la Tristeza
Parasitaria. Posteriormente en el afio 1940 se aprueba la Ley 9.965 que declara
obligatoria la erradicacion de la garrapata, habiendo desde entonces varias
reglamentaciones, hasta que el 17 de abril del 2008 se declara de interés nacional la
lucha contra la garrapata Boophilus microplus (garrapata comun del bovino) en el
marco de la Ley N° 18.268, cuyas principales medidas de control se basan en el
tratamiento garrapaticida. Sin embargo, durante la dltima década, se detectaron
poblaciones de garrapatas resistentes a la mayoria de los principios activos
utilizados, como también poblaciones multi-resistentes (Cuore y col., 2017).

Esta situacion de resistencia a ixodicidas en el pais determina una gran dificultad
para cumplir con los planes de control y erradicacion estipulados en la Campafa
Sanitaria. Para hacer frente a estas dificultades se deben hallar y aplicar alternativas
basadas en el Manejo Integrado de Plagas (MIP), el cual se fundamenta en el
conocimiento de la epidemiologia del parasito, asi como la inclusibn de otras
medidas de control no quimico al control quimico existente (control biolégico,
seleccién de bovinos resistentes, control fisico, vacunas). En el caso de la garrapata
se debe buscar la integracion de las medidas apropiadas que disminuyan las
poblaciones al minimo tolerable, reduciendo los riesgos de intoxicacion para la salud
humana y de contaminacion ambiental, debiendo ser también econdmicamente



justificable (FAO, 1998). Obviamente, dentro del marco legal de nuestro pais, el MIP
podria ser aplicable, Unicamente, en aquellas Zonas de Control y no en las de
Erradicacion.

Dentro de los controles biolégicos se halla el uso de hongos entomopatégenos,
microorganismos que infectan y matan especificamente insectos y artropodos,
siendo la mayoria inocuos para plantas, otros animales y para el ser humano.
Aungue estos hongos son encontrados en la naturaleza, rara vez estan en niveles
suficientes para prevenir las pérdidas econdmicas causadas por la plaga (Abrol,
2013).

Existen mas de 700 especies de hongos entomopatdégenos, siendo los mas
estudiados y con resultados mas promisorios: Beauveria bassiana y Metarhizium
anisopliae. Hay muchas publicaciones al respecto, pero la mayoria de ellas estan
relacionadas a trabajos in vitro, habiendo muy pocos trabajos realizados a campo.

M. anisopliae es un hongo filamentoso que posee una amplia variedad de
hospederos y fue reconocido como potencial candidato para el uso de control
biolégico de pestes agricolas en 1880 (Frazzon y col., 2000).

En algunos trabajos experimentales en los que se buscé evaluar la aplicabilidad de
M. anisopliae se vio que causaba alta mortalidad de teledginas de R. microplus en el
laboratorio (Frazzon y col., 2000). En otros trabajos realizados a campo en los que
se contemplé la compatibilidad de la cepa del hongo utilizada y aplicacién en horas
de la tarde (para minimizar efectos de rayos UV-B) (Braga y col., 2001) se
obtuvieron muy buenos resultados en cuanto a la reduccion de la carga parasitaria
(Alonso Diaz y col., 2007; Webster y col.,, 2015). También hay experiencias
favorables al combinar el uso de hongos entomopatégenos con ixodicidas quimicos
ya que en algunos casos poseen sinergismo (Bahiense y col., 2006; Webster y col.,
2015; Webster y col., 2017). Existen numerosas cepas las cuales poseen diferente
virulencia, y a su vez, la misma se ve incrementada al realizar pasajes por la plaga
blanco (Frazzon y col., 2000).

Aungue existen numerosos trabajos experimentales in-vitro con buenos resultados,
hay pocos realizados in-vivo. Este hongo puede ser muy benéfico para el control de
la garrapata, en particular, en nuestro pais. Por dicha razén, es sustancial conocer
cOmo actlan estos hongos, su forma de criacion y reproduccién, asi como sus
resultados en el control de la garrapata. Es importante recabar esta informacion para
gue pueda ser aplicada con éxito en Uruguay.

La revision propuesta busca compilar y analizar los trabajos realizados mas
recientemente con M. anisopliae, sobre todo aquellos de aplicacién en campo, con la
finalidad de ver sus ventajas y desventajas y el potencial de aplicacion practica en
Uruguay.

10



2. OBJETIVO

Realizar una revision de bibliografia sobre el uso del hongo entomopatégeno
Metarhizium anisopliae asociada al control biolégico de la garrapata comun del
ganado, Rhipicephalus microplus.

3. MATERIALES Y METODOS

El trabajo se basd en una revision bibliografica (1997-2017), utilizando bibliografia
nacional, regional e internacional. Para esto se utilizé la plataforma de basqueda del
Timbé (http://www.timbo.org.uy/), Scielo Uruguay vy Scielo Brasil
(http://www.scielo.edu.uy/scielo.php, http://www.scielo.br/?Ing=es), PubMed (www.
ncbi.nim.nih.gov/pubmed), fuentes bibliograficas de bibliotecas de la UDELAR vy
Google Académico.

También se consultaron paginas web de organismos como Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura http://www.fao.org/home/en/ y
del MGAP http://www.mgap.gub.uy/.

BlUsquedas realizadas en Google Académico arrojaron 24.700 resultados en
busquedas de M. anisopliae y 1780 resultados de trabajos combinando M. anisopliae
y R. microplus (junio de 2018). Debido a tan vasta bibliografia, se utilizaron criterios
de inclusion para los estudios in vitro. Sélo se consideraron aquellos trabajos con
tres 0 mas réplicas y por lo menos tres repeticiones, y con un nivel de significacién
de a=0,05. En el caso de los trabajos con bioensayos in vivo, se incluyeron todos
debido a que eran muy pocos.

Las palabras claves mas usadas fueron: entomopatégeno, Metarhizium
anisopliae, garrapata, Rhipicephalus (Boophilus) microplus, control biolégico.

Para poder comprender mejor la accion del hongo sobre la garrapata, se ha
realizado una breve descripcibn de su ciclo y biologia, para posteriormente,
profundizar en la accién entomopatégena de M. anisopliae.
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4. REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1. Rhipicephalus microplus
4.1.1. Generalidades

Las garrapatas (Acari: Ixodida) son ectoparasitos hematéfagos relativamente
grandes cuyos hospedadores son variadas especies de vertebrados. Existen en el
mundo 850 especies descriptas las cuales se dividen en 3 familias: Ixodidae (duras),
Argasidae (blandas) y Nuttalliellidae (Bates, 2012).

Boophilus microplus (Canestrini, 1888), actualmente R. microplus (Murrell y Barker,
2003), es llamada vulgarmente “garrapata comun del ganado™.

Se extendi6 desde su origen, el sudeste asiatico, hacia las areas tropicales y
subtropicales (Figura 1) a las que el ganado era transportado comercialmente,
distribuyéndose hacia el este y sudeste de Africa, Madagascar, América del Sur,
Ameérica central, norte y noreste de Australia (Wharton,1974).

Figura 1. Distribucion mundial de R. microplus - Wharton, R. H. 1974

12



4.1.2. Biologia

R. microplus es una garrapata de un solo huésped (ciclo monoxeno). Pertenece a la
familia Ixodidae (garrapatas duras) ya que poseen un engrosamiento en la cuticula
dorsal: el escudo. Esta cuticula (Figura 2) que es la capa mas externa, actla como
barrera primaria de proteccion y también regula, entre otras cosas, el movimiento de
agua. Es secretada por la epidermis y consiste de capas de lipidos, proteinas y
quitina (Hackman, 1982).

Epicuticula

| :
s Exocuticula

- Mesocuticula

Cuticula

|
i

( Endocuticula

',- Epidermis

~——Membrana basal

Figura 2. Diagrama de la cuticula de R. microplus. Modificado de Hackman, 1982
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Se ha adaptado perfectamente a su hospedador principal, el bovino, aunque puede
ser visto parasitando otras especies de vertebrados (equinos, ovinos, cérvidos).

Su ciclo biolégico comprende las fases parasitaria y extra-parasitaria (Figura 3).

Larvas en
pasturas

Ootoquia

o
7

Eclosion larvaria

Figura 3. Ciclo de R. microplus. Adaptado de https://www.daf.qld.gov.au

La fase parasitaria, comienza cuando la larva presente en las pasturas detecta y
sube a un bovino. La misma comienza a alimentarse y muda a ninfa entre los 7 - 9
dias del ciclo, aproximadamente. Luego la ninfa muda nuevamente para
transformarse en macho o hembra adulto a los 13-15 dias. La hembra pasa por la
fase de partenogina (4-6mm) a los 17-18 dias del ciclo y luego teledgina (7-13mm).
Las partendginas son las que comienzan a alimentarse y esperan a ser fecundadas
por un macho (Nufez y col., 1982). Los machos, que pueden vivir hasta 40 dias, son
muy moviles y se desprenden varias veces para poder fecundar a varias hembras
las cuales permanecen fijas succionando sangre. Previo a su caida al suelo, la
teledgina succiona grandes cantidades de sangre en pocas horas. Luego, la
teledgina cae al suelo, a los 21-23 dias del ciclo, dando inicio a la fase extra-
parasitaria, cuya duracion es variable segun las condiciones climéticas. La
ovipostura puede dar de 1000 a 4500 huevos de los que eclosionaran larvas que
contaminaran las pasturas y recomenzaran el ciclo (Nufiez y col., 1982).
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4.1.3. Perjuicios

Por su forma de alimentacion, la hematofagia, R. microplus genera dafio directo al
succionar sangre y mediante la accién traumatica de sus piezas bucales. Una
teledgina puede llegar a succionar 0,3 a 5 ml durante su ciclo, produciendo anemia,
debilidad y merma en la produccion, principalmente por la disminucion en la
ganancia de peso (Nufiez y col., 1982). También causa dafios en el cuero,
depreciando el valor del mismo.

Indirectamente, genera su perjuicio mediante la transmision de dos protozoarios
(Orden: Piroplasmida) Babesia bovis, B. bigemina y una rickettsia Anaplasma
marginale. Estos tres agentes son causales de la Tristeza Parasitaria Bovina,
enfermedad que cursa con fiebre, anemia y en algunos casos ictericia Yy
hemoglobinuria como sintomas principales. Como resultado ocurren mermas en la
produccion de leche, carne, abortos, mortalidad y gastos de tratamiento. Al impacto
indirecto se suman las pérdidas por tratamientos sanitarios contra la garrapata.

4.2. Situacién del control de R. microplus en Uruguay

Uruguay se localiza entre los paralelos 30° y 35° de latitud Sur y los meridianos 53° y
58° de longitud oeste, en la zona templada del hemisferio sur. Dando estas
caracteristicas climaticas la existencia de 2,5 a 3 generaciones de garrapata por afio
(Cardozo y col., 1984). Su principal actividad econémica es la agro-ganadera,
estando posicionado como uno de los 10 principales exportadores de carne bovina
del mundo. En 2017 el stock de vacunos fue de 11.732.000 cabezas y fueron
exportadas 243.666 toneladas de carne bovina, generando ingresos de 1.202,6
millones de ddlares (INAC). Por lo tanto, un pais tan dependiente de la actividad
ganadera bovina se va a ver gravemente afectado frente a cualquier situacion o
patologia que genere un desbalance en el stock vacuno. La vigilancia sanitaria es de
vital importancia para evitar o disminuir el impacto de las enfermedades en el stock
pecuario del pais.

Una de las parasitosis mas importantes es la generada por la garrapata comun del
ganado. Por lo que desde el afio 1910 hasta hoy se han creado y modificado planes
y estrategias para su control y erradicacion.

En la actualidad bajo el marco de la Ley 18.268 se declara de interés Nacional la
lucha contra R. microplus y obligatoriedad de denuncia. La Autoridad Sanitaria del
MGAP (Ministerio de Ganaderia Agricultura y Pesca) ha establecido Zonas Libres y
Zonas de Control (Figura 4) segun los factores epidemiologicos, ecolbgicos y
geograficos, las cuales han ido variando con el tiempo. Segun el Decreto N.° 9/010
Reglamentario de la Ley N.° 18.268 de 17/04/2008, también se han definido areas
de alto riesgo. Las mismas son areas o predios determinados por la Autoridad
Sanitaria, con diferentes niveles de riesgo epidemiolégico segun su ubicacion
geogréfica, tipo de explotacion, grado de infestacion por garrapata, resistencia a los
acaricidas, enfermedades asociadas al ectoparasito, perjuicios que pueda ocasionar
a terceros, antecedentes sanitarios entre otros.
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Actualmente la Zona Libre comprende a los Departamentos de Montevideo,
Canelones, Florida, San José, Flores, Colonia, Soriano, Durazno (excepto 7°
seccional policial), y la Zona de Control a Artigas, Rivera, Treinta y Tres, Salto,
Tacuarembd, Maldonado, Paysandu, 7° seccional policial de Durazno, Rocha, Rio
Negro, Cerro Largo y Lavalleja. Esta division permite el trato diferenciado y el control
del pasaje de una zona a otra tomando las medidas precautorias establecidas por
Ley para el despacho de tropa.

. Dpto. de Durazno

Figura 4. Zonas epidemiolégicas de garrapata. Fuente: MGAP, 2009.

De acuerdo a lo establecido en la Ley N.° 18.268 del 2008 se debera realizar control
de la parasitosis en la mayoria del territorio exceptuando los casos que ocurran en la
Zona Limpia y en la Zona Endémica o de Control, cuando existan poblaciones
resistentes a principios activos aun no diagnosticadas en el pais, donde se debera
aumentar el nimero de tratamientos para lograr la erradicacion (Cuore y col., 2017).

Histéricamente, en nuestro Pais el método de eleccion ha sido la aplicacion de
acaricidas quimicos a ciertos intervalos buscando una eliminacién completa de la
garrapata. Los productos autorizados para uso en nuestro Pais se encuentran en el
listado de garrapaticidas del Dpto. de Control de Productos Veterinarios de la
DILAVE, asi como los intervalos de aplicacién para la eliminacién completa de la
garrapata.

El método de control quimico ha ido perdiendo eficacia, o que representa un alto
riesgo para la productividad.

El principal factor es la generacion de resistencia hacia los principios activos ademas
la presencia de residuos, lo que limita la exportacién de productos a los mercados,
cada vez mas exigentes en materia de inocuidad alimentaria.

16



Se define como resistencia, “la habilidad de una poblacion, en este caso de
artropodos, a tolerar una dosis de los principios activos que serian letales para la
mayoria de individuos en una poblacién normal (susceptible) de la misma especie”
(Stone, 1972). Es un fendmeno genético y hereditario, de ahi su gravedad. Ocurre
una mutacion espontanea en la poblacidon que es seleccionada en el tiempo por el
uso de principios activos. Hay un aumento en la frecuencia de genes en esa
poblacién que se refleja en un aumento significativo del numero de individuos que
necesitan de una dosis superior para morir y estos individuos sobrevivientes se lo
transmiten a su progenie. En la mayoria de los casos los genes que confieren la
resistencia estan presentes, debido a esa preseleccion natural, pero en niveles muy
bajos para ser detectados (FAO, 2004). Los mecanismos principales de resistencia
son insensibilidad en el sitio blanco y aumento en la desintoxicacion metabdlica
(Guerrero y col., 2012).

En la dltima década, en Uruguay, se han sumado al diagndstico de resistencia de la
garrapata a los organofosforados y piretroides sintéticos (Cardozo, 1995; Fiel-Nari,
2013) el diagnostico a moléculas acaricidas mas nuevas y de uso mas reciente en el
pais: diagnostico de resistencia a fipronil (Cuore y col., 2007, Castro-Janer y col.,
2009, 2010), resistencia a ivermectina (Castro-Janer y col., 2011) y amitraz (Cuore y
col., 2012). Recientemente se han encontrado poblaciones multirresistentes (Cuore
y col., 2017). Actualmente el Unico principio activo para que el que no se ha
diagnosticado resistencia en el pais, es el fluazurén, aunque ya existe reporte en Rio
Grande do Sul, Brasil (Reck y col., 2014). Como método paliativo frente a esta
situacion, el MGAP propuso la metodologia de tratamientos generacionales, en la
que se plantea la rotacién del grupo quimico del acaricida entre generaciones.

Es de destacar que la presencia de garrapatas resistentes compromete el éxito de la
campafa sanitaria por lo que es fundamental buscar otras alternativas de control.

4.3. Meétodos de control

El control de R. microplus es necesario por dos razones principales, evitar la pérdida
de peso por el efecto directo de la garrapata y prevenir la infeccion con agentes de
Tristeza Parasitaria Bovina. Teoricamente, el control de R. microplus deberia ser
relativamente sencillo, ya que cumple todo su ciclo en un solo hospedero.

Los métodos de control se pueden clasificar en quimicos y no quimicos.

4.3.1. Control quimico

Consiste en el uso de productos quimicos en determinado intervalo de tiempo donde
se pretende eliminar la garrapata. Existen varios productos comerciales, pero todos
se formulan en base a 6 grupos quimicos principales: organofosforados (OF),
piretroides sintéticos (PS), lactonas macrociclicas (LM), amidinas (amitraz),
fenilpirazoles (fipronil) y benzoilureas (fluazurén).

Es importante conocer el mecanismo de accion de las distintas moléculas para
disminuir la presion de seleccion ya que se sabe que grupos quimicos diferentes,
pero con el mismo mecanismo de accion, favorecen la aparicion de resistencia.

El mecanismo de accion de los OF es la inhibicién de la acetilcolinesterasa, de los
PS la modulacion de los canales de sodio, de la LM, actian sobre el receptor GABA
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aumentando la permeabilidad de la membrana celular al cloro dando
hiperpolarizacion y pardlisis, el amitraz es antagonista de los receptores de
la octopamina, fipronil es inhibidor del GABA, actia bloqueando estos receptores
regulados por cloro produciendo hiper-excitabilidad nerviosa, y el fluazurén es un
inhibidor de la sintesis de quitina (Rodriguez-Vivas y col., 2010).

4.3.2. Control no quimico
4.3.2.1. Razas resistentes

En un trabajo realizado en Australia en 1978 por Utech, se vio que Bos indicus era la
raza mas resistente, seguida por sus cruzas y por ultimo Bos taurus con baja y muy
baja resistencia frente a infestaciones. Dentro del ganado lechero la raza Jersey es
mas resistente que la Holando (Nufez y col., 1982).

4.3.2.2. Inmunoldgico (vacunas)

Los intentos de desarrollar una vacuna contra R. microplus se basaron en trabajos
en los que se observd que frente a infestaciones repetidas ocurria una reaccion de
hipersensibilidad y respuesta humoral, lo que evidencié la participacion de
anticuerpos frente al desarrollo de la inmunidad. (Willadsen y col., 1978). Por lo que
en posteriores infestaciones el nimero de garrapatas era cada vez menor. Se
ensayaron vacunas con antigenos provenientes de garrapatas completas o de
diferentes partes de las mismas, siendo el antigeno oculto Bm86, una glicoproteina
intestinal, el mas efectivo. Estas investigaciones dieron lugar a productos
comerciales bajo los nombres de TickGARD™ (Australia) y Gavac™ (Cuba). Su uso
sigue siendo controvertido ya que no demostraron grandes porcentajes de eficacia,
56% en comparacion con los no tratados (Jonsson y col., 2000).

La busqueda de antigenos continda. Sin embargo, hasta ahora no se han
conseguido porcentajes de eficacia relevantes (Akhtar y col., 2011). Por dicha razén,
otros trabajos proponen el desarrollo de vacunas multiantigénicas, las cuales serian
mas eficaces por actuar frente a diferentes tipos de antigenos (Parizi y col., 2012).

4.3.2.3. Control Fisico

El control fisico ha sido estudiado desde el siglo pasado y frente a la dispersion de la
guimiorresistencia ha sido retomado en el presente siglo. De Jesus (1934) observo
los efectos hostiles de pasturas en base a Melinis minutiflora frente a R. annulatus,
ya que su follaje posee pequefios pelos y glandulas que secretan un liquido
pegajoso con un olor dulce (CABI). Esta y otras especies de pasturas estudiadas
como Andropogon gayanus (Thompson y col.,1978) o Panicum maximum (Morel y
col.,, 2017) poseen la caracteristica de repeler las larvas, dificultar su movilidad y
favorecer su desecacion y muerte.

También se mencionan en la bibliografia métodos de eficacia no comprobada y poco
sencillos como por ejemplo la quema de pastos para eliminar la poblacién en su fase
extra-parasitaria (Flechtmann, 1973) y la remocion manual sobre el animal
(Muhammad y col., 2008). La quema de pasturas es un manejo muy extendido en
productores de regiones tropicales, con un impacto negativo para el ambiente.
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4.3.2.4. Control bioldgico

Partiendo de la premisa de que todos los organismos tienen un enemigo natural el
control biolégico se ha definido como la “reduccién de la densidad...de un parasito
mediante uno o mas organismos, lograda de manera natural o a través de la
manipulacion del ambiente, del hospedador o del antagonista natural o por la
introduccién masiva de uno o mas antagonistas” (Baker y Cook,1974) o como “la
introduccidon intencional de un biolégico, generalmente co-evolucionado, para el
establecimiento permanente y el control de plagas a largo plazo” (Eilenberg y col.,
2001).

La legislacion de nuestro Pais entiende como control bioldgico “...cualquier enemigo
natural, antagonista o competidor u otro organismo utilizado para el control de
plagas” y hasta la fecha solo esta regulado el control biol6gico para algunas plagas
agricolas (Decreto N° 170/007).

Los trabajos iniciales de control biolégico en América Latina fueron contra plagas de
los citricos, a comienzos del siglo veinte, pero luego de la segunda guerra mundial el
interés decayo frente al mayor desarrollo de plaguicidas quimicos.

Sin embargo, en la actualidad, en varios paises se ha retomado el interés por el
control biolégico, sobre todo como una herramienta mas del MIP (Altieri y col., 1989).

Poseen como ventaja el ser compatibles con otras formas de control, tener espectro
limitado frente a determinado tipo de patégenos y ser, en comparacion con los
grupos quimicos, inocuo para el ambiente. Aunque esto no quita la necesidad de
realizar estudios sobre sus potenciales riesgos ya que se trata de la aplicacion
masiva de un enemigo natural y existe la probabilidad de que utilice organismos
alternativos no-blanco.

Un organismo ideal para utilizar en control biolégico deberia ser inocuo frente a la
flora y fauna no patégenas (alta especificidad), eficaz a concentraciones bajas,
compatible con otros métodos de control, apto para formulaciones comerciales y
sobre todo, de facil reproduccion en el laboratorio.

Existen varios microorganismos entomopatdgenos: virus, bacterias, nematodos,
protozoarios y hongos; como también organismos predadores: artrépodos (arafias,
moscas, hormigas, escarabajos), anfibios, reptiles y aves (Samish y Rehacek, 1999).

Los agentes de control bioldégico se pueden clasificar en parasitos y parasitoides,
depredadores y patdégenos. Los parasitos atacan una sola presa u hospedero
debiendo mantenerlo con vida para vivir a sus expensas, mientras que los
parasitoides acaban con la vida de su hospedero. Los depredadores difieren de los
parasitoides porque atacan a varias presas durante su vida y suelen ser de mayor
talla, pero no son tan eficientes como los primeros. Dentro de los patégenos, en este
caso entomopatdgenos, existen bacterias, hongos, virus, nematodos y protozoos. Su
mecanismo de accion es mediante ingestion y penetracion a traves del tubo
digestivo, o por contacto (Badii y Abreu, 2006).

Por lo tanto, el control biolégico no busca erradicar totalmente las plagas, sino
regularlas/controlarlas (disminuir la poblacion) antes de que las pérdidas rebasen el
umbral econémico (Carrillo-Rayas y Blanco-Labra., 2009), debiendo ser aplicado en
un plan de manejo integrador como el MIP.
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4.4. Hongos entomopatdégenos

En la naturaleza existen especies de hongos que poseen accion patdégena sobre los
artrépodos, cuyos efectos pueden reducir naturalmente a las poblaciones (Estrada-
Pefia y col., 1990). Existen mas de 700 especies de hongos entomopatogenos, de
las cuales 58 han sido encontradas infectando varias especies de artropodos
(Chandler y col., 2000).

Dentro los mas estudiados estan Beauveria sp y Metarhizium sp pertenecientes al
Phylum Ascomycota. Estos poseen mecanismos de reproduccion tanto sexual como
asexual. La reproduccion sexual, mediante la formacién de ascas raramente se
produce o nunca se produce. Mientras que la reproduccion asexual ocurre mediante
la formacion de esporas asexuales, los conidios (Figura 5C), desde el conidioforo
(Figura 5B) el cual se ubica en los extremos de las hifas. Pueden darse diferentes
formas de propagaciéon segun las condiciones del medio, como blastosporos (forma
vegetativa) (Figura 5A), conidios aéreos o conidios sumergidos (Vega y col., 2012).
Es muy importante conocer los tipos de propagulos, ya que de esto dependeran los
futuros estudios para su uso.

Figura 5. M. anisopliae: A) Blastosporo. B) Conidioéforo. C) Conidios.
Fuente: Modificado de: Arruda y col., 2005 y Moslim y Kamarudin, 2014.
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Poseen una amplia distribucion geogréfica, rango de hospederos, adaptabilidad al
medio y capacidad de causar brotes enzodticos y epizoo6ticos (Alves y col., 1998).
Ademas, son relativamente sencillos de producir y formular (Vega y col., 2009). Sin
embargo, su eficacia se puede ver limitada debido a que son dependientes de
factores medioambientales como la temperatura, humedad relativa y radiaciones UV.

Algunos trabajos se han enfocado en estudiar la eficacia de estos hongos contra
otros parasitos de importancia veterinaria como la mosca Stomoxys calcitrans
(Watson y col., 1995; Cruz y col., 2015) y también contra dipteros de importancia
sanitaria  mundial como el mosquito Aedes aegypti (Manisha y col.,, 2013;
Wondmeneh y col., 2018). En Uruguay hay trabajos con hongos entomopatégenos
sobre todo contra insectos que son plagas agricolas (Corallo, 2016).

De Faria y Wraight (2007) realizaron un trabajo con el objetivo de listar y clasificar de
forma completa e internacional los tipos de formulaciones comerciales de
micoinsecticidas y micoacaricidas. El mismo contempla 171 productos, de los cuales
un 43% originario es de Sudamérica y un 33,9% es formulado en base a M.
anisopliae. Del total de los productos, 28 se comercializan como acaricidas.

Metarhizium anisopliae es uno de los hongos mas comunmente utilizados para el
control de artrépodos (Leger y col., 1988; Bittencourt y col., 1994; Kaaya y col.,
1995; Kirkland y col., 2004; Wekesa y col., 2006; Lopez y col., 2009; Santi y col.,
2010; Fernandes y col., 2012; Webster y col., 2015). El mismo ha estado bajo
estudio desde hace mas de 100 afios (Roberts y St Leger, 2004).

4.5. Metarhizium anisopliae

Fue primariamente descripto por el microbidlogo ruso Metschnikoff (1879), uno de
los primeros en prestarle atencion como posible agente de control bioldgico contra la
plaga Anisoplia austriaca, un escarabajo que estaba causando grandes pérdidas en
los cultivos de cereales. Metschnikoff se refiri6 a el hongo como la “muscardina
verde”, llamandolo Entomophthora anisopliae. Posteriormente, Sorokin (1883) lo
clasifica como Metarhizium anisopliae (Zimmerman, 1993).

4.5.1. Biologia

Es patégeno de un amplio grupo de artrépodos, se lo puede encontrar en los suelos,
la rizofora de plantas, cadaveres de artréopodos y como saprofito y parasito de varios
insectos y garrapatas (Schrank y Vainstein., 2010).

M. anisopliae es muy diverso genéticamente. Para llegar a la identificacion del
mismo existen claves micro y macro morfolégicas (Brady,1979) como también
técnicas mas precisas de caracterizacion molecular. Fernandes y col. (2010) en un
trabajo sobre caracterizacion de especies de Metarhizium mencionan que las
colonias sembradas en medio PDA (Papa dextrosa agar) son aterciopeladas, miden
>70 mm, predominantemente de color verde oscuro, verde claro, blanco o marrén y
la gran mayoria de aislamientos presentaban un borde blanco de espesor variable
(Figura 6). En un comienzo son de color blanco y se tornan amarillentas durante el
desarrollo de los conidios para pasar a verde hacia los 10-14 dias, con la
maduracion de los conidios (Bischoff y col., 2009). M. anisopliae también se
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desarrolla bien en SDA (Sabouraud dextrosa agar). El examen microscopico se basa
en morfologia de conidios y conidioforos.

La especie posee cuatro variedades que forman un complejo: M. anisopliae var.
anisopliae, M. anisopliae var. majus. M. anisopliae var. acridum y M. anisopliae var.
lepidiotae. Las mismas se diferencian por el tamafo de sus conidios y por la
especificidad de hospederos, teniendo mayor espectro de hospederos M. anisopliae
var. anisopliae (Bischoff y col., 2009).

Figura 6. Morfologia de colonias de diferentes cepas de M. anisopliae. Fuente:Arruda
y col., 2005.

Al existir una alta variabilidad genética, hay numerosos aislados y cepas (Figura 6)
con diversos grados de virulencia, especificidad, capacidad de conidiacion y
resistencia. Por lo tanto, se deben realizar ensayos para seleccionar la cepa mas
virulenta contra el hospedero especifico que queremos controlar (Zimmermann,
1993; Webster y col., 2017).

Las condiciones ambientales abioticas Optimas para el desarrollo son principalmente
la temperatura, entre 25-30°C, ya que ésta es determinante en los tiempos de
crecimiento, esporulacién y germinacion; humedad relativa, entre 85 y 100% y la
menor exposicion a radiaciones UV-A y sobre todo a UV-B ya que los conidios son
susceptibles a las mismas (Fargues y col., 1997; Ouedraogo y col., 1997; Carrillo-
Rayas y Blanco-Labra., 2009). Su forma mas importante de dispersion son los
conidios (Figura 5C) los cuales se adhieren al exoesqueleto de sus hospedadores
comenzando asi la infeccidon. La forma de infeccion mas comun es por contacto
directo con el hongo, aunque también existe la transmision horizontal, de un
individuo infectado a uno sano (Gutiérrez y col., 2016).
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Las fases del ciclo biolégico de M. anisopliae son adhesion, germinacion,
penetracion, colonizacion, muerte y emergencia (Figura 7).

Adhesion Germinacion

Formacion de apresorio

Figura 7. Etapas de infeccién de M. anisopliae hospedero. Fuente: Modificado de
Schrank y Vainstein, 2010.
CO: Conidio, GT: Tubo Germinativo, AP: Apresorio, H: Hifa.

La infeccién comienza cuando una espora toma contacto y se adhiere al tegumento
de la plaga (Bittencourt y col., 1995), ayudado por la adhesina MAD1 (Wang y St
Leger, 2007). Al no requerir ser ingeridos tienen la ventaja de poder infectar estadios
gue no se alimentan, como los huevos. Como desventaja, si el parasito esta
mudando, la germinacion se perdera con la muda (Vega y col., 2012).

Generalmente invaden sitios con alta humedad local y poco esclerosados como
espiraculos, piezas bucales, o pliegues intersegmentales.

Continda con la germinacion, que da lugar a la formacion del tubo germinativo. Para
la penetracidon se ponen en marcha mecanismos mecanicos y enzimaticos. El tubo
germinativo forma una estructura llamada apresorio, la cual da fijacion y ejerce
presion mecanica hacia el interior. Este proceso es coadyuvado por la excrecién de
enzimas muy importantes ya que actian destruyendo los principales compuestos de
la cuticula: quitina, proteinas y lipidos (Leger y col., 1986). La quimio-elastasa Prl es
una de las enzimas clave en la penetracion (Leger y col., 1988).

Una vez dentro del organismo el hongo desarrolla cuerpos hifales los cuales
colonizan la hemolinfa donde comienzan a consumir sus nutrientes. Como
metabolitos secundarios se producen unas toxinas, las destruxinas, las que también
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son responsables de los efectos patdgenos, ya que afectan los procesos de
excrecion, generan dificultad en la movilizacién y disminuyen la capacidad de
alimentacion (Schrank y Vainstein, 2010). Los principales sintomas sobre la
garrapata son incoordinacion, paralisis, pérdida de sensibilidad y muerte (Alves,
1998).

Al ser hemibiotr6fos, contintan viviendo en el cadaver como saprofitos, las hifas
invaden oOrganos internos hasta agotar los nutrientes y luego, en condiciones
favorables, emergen y forman nuevamente las esporas (Lemke, 1994) las que
podran diseminarse por el ambiente para recomenzar el ciclo en otros individuos
(Araujo, 2017).

Este proceso de infeccibn no pasa desapercibido para el sistema inmune del
invertebrado. Aunque existen variaciones en la respuesta inmune segun la cepa de
R. microplus, las mismas poseen varios mecanismos de defensa: quimicos, fisicos y
fisiolégicos. Varias reacciones humorales y celulares son iniciadas cuando un
patdogeno toma contacto con el artrépodo, por ejemplo, la desgranulacién celular y la
activacion en cascada de la pro-fenol-oxidasa (Webster y col., 2017). Estos
mecanismos intentan controlar y eliminar agentes infectivos (Posadas, 2010).
También se ha comprobado que las distintas poblaciones de garrapatas tienen una
gran variacion en cuanto a la susceptibilidad frente al hongo (Perinotto y col.,2012;
Webster y col., 2017). Las garrapatas tienden a ser naturalmente mas tolerantes a
las infecciones fangicas ya que se sabe que se requieren mayores concentraciones
de conidios para alcanzar la mortalidad y a su vez no existen reportes de epizootias
naturales (Angelo y col., 2010; Fernandes y col., 2012). Tal vez ésta sea la causa
mas limitante para el control de la garrapata.
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4.5.2. Produccion, seleccién y mantenimiento.

Para realizar un control en base a M. anisopliae se deben preparar grandes
cantidades de conidias, que son las que seran aplicadas sobre el animal.

Para la produccion masiva se mencionan dos grandes formas, una in-vivo, utilizando
al artropodo hospedero y la otra in-vitro mediante el uso de medios de cultivo
liquidos, solidos o combinados.

Las ventajas de la primera son el mantenimiento e incremento de la virulencia del
hongo, pero con un bajo rendimiento y altos costos de mantenimiento y mano de
obra. En cambio, en la produccion in-vitro se logran obtener grandes cantidades de
propagulos en un tiempo relativamente corto y econdmicamente rentable, pero
debiendo utilizar medios que provean fuentes de carbono, nitrégeno, sales minerales
y factores de crecimiento, perdiéndose paulatinamente la virulencia tras varios
pasajes (Alves, 1998).

En los métodos de produccion in-vitro se pueden usar medios sélidos, liquidos
(fermentacion) y liquido/solido (bifasica).

De los medios soélidos obtendremos conidios. Los mas comunmente usados son las
placas con medios de cultivo (PDA o SDA) y el arroz. El utilizar como sustrato sélido
al arroz nos permite mayor produccion a costos accesibles. EI mismo debe ser
autoclavado y luego inoculado con la suspension. Para que ocurra la esporulacion
se incuban a 26-27°C entre 12 y 16 dias. Para separar los conidios del arroz se
puede realizar tamizaje o también pueden ser molidos y usado como inerte en la
formulacion final (Alves, 1998).

Los medios liquidos se utilizan en producciones a grandes escalas y requieren
equipamientos mas sofisticados para procesos de fermentacién. Los mismos
permiten la produccién de blastosporas, cuerpos hifales, micelios y conidios. La
principal ventaja que presentan es que generan elevadas cantidades de biomasa en
un pequefio espacio fisico y poco tiempo. Un ejemplo de ello es el producto
patentado Bio1020® (Alves 1998).

También posterior a la produccion en masa se deben hacer controles de calidad
para evaluar concentracion de conidios (cAmara de Neubauer), viabilidad de los
conidios (% de germinacién en placa PDA), pureza de las UFC y agresividad de la
cepa. Los ensayos para verificar la virulencia deben considerar, ademas de la
mortalidad de adultos, datos como produccion y eclosion de huevos (Alves, 1998).

Otro factor muy importante a tener en cuenta en el proceso de produccion es la
sustancia en la cual se van a suspender. Esto determinara la forma de aplicacion y
dara o no cierta proteccion a las formas de diseminacion.

Las formulaciones liquidas son normalmente a base de agua, aceite o emulsiones.
Si el portador para los conidios es agua, debe usarse un agente surfactante, el mas
mencionado en los trabajos es el Tween 80. Estos se utilizan para reducir la tension
superficial, lo que permite la dispersiéon de los conidios.

Para seleccionar el mas correcto debemos basarnos en el tipo de propagulo que
usaremos. Los mas comunes, los conidios, son lipofilicos, por lo tanto, se utilizan
aceites derivados de vegetales y petroleo. Ademas, el uso de aceites brinda mejor
adhesion a la cuticula y menor efecto evaporativo, en contraste con la formulacion
del agua (Vega y col., 2012) por lo que aumenta su efecto patogeno (Polar y col.,
2005; Leemon y Jonsson, 2008; Camargo y col., 2012; Camargo y col., 2016). La
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formulacion en aceite es esencial para aplicaciones de volumen ultra-bajo (ULV,
gotas de 50 a 100 mm de diametro). Los voliumenes bajos tienen la ventaja de
reducir el peso que debe llevarse en el campo y son ventajosos en areas donde el
agua no esta facilmente disponible.

Sumado al medio que portara los propagulos se menciona el uso de otros aditivos
como bloqueantes UV, por ejemplo, el Tinopal® (Butt y Goettel, 2000).

Para el almacenamiento del producto final, Alves y col. (2002) determinaron que en
general se puede almacenar el hongo en el propio arroz a -5°C durante un maximo
de tres meses. En tanto que esporas cosechadas y mantenidas a 5°C duran 9
meses Yy si son formuladas en aceite emulsionable compatible duran al menos cuatro
meses a temperatura ambiente (alrededor de 25°C).

Como se mencioné previamente, M. anisopliae posee una gran diversidad genética,
existen diferentes cepas las que varian en su grado de virulencia, capacidad de
esporulacion, resistencia a condiciones ambientales, rayos UV, pH y especificidad
de hospedero (Alves, 1998; Schrank y Vainstein, 2010). Por dicha razén, se sugiere
realizar pruebas previas de compatibilidad antes de recomendar su uso para el
control a campo (Webster y col., 2017).

Para la seleccion de la misma se puede partir desde cepas mantenidas en
laboratorios o realizar la colecta y aislamiento desde el medio ambiente, tanto del
suelo como de artropodos. Si el hongo ya ha esporulado se puede recuperar por
raspaje directamente de la superficie de los cadaveres (previa asepsia de los
mismos con hipoclorito de sodio). Si no ha esporulado se puede estimular este
proceso utilizando camara hiumeda. Luego se debe aislar y purificar en un medio
selectivo como PDA (Alves, 1998). Posteriormente a este paso, es recomendable
realizar la reactivacion. Esto es hacer un pasaje por el artropodo, ya que varios
autores confirman que este proceso incrementa la virulencia de la cepa (Frazzon y
col., 2000; Arruda y col., 2005; Fernandes y col., 2012). Después de la reactivacion y
antes de la conservacion es conveniente realizar una bateria de pruebas de calidad.
En las mismas se evaluara viabilidad y potencia (Alves, 1998).

La cepa se puede mantener entre 4 y -20°C en tubos con medio de cultivo y aceite
mineral sellados, debiendo repicarse cada dos afios. Los mejores y mas duraderos
métodos de conservacion de conidios son la criopreservacion en nitrégeno liquido y
la liofilizacion (Butt y Goettel, 2000).

Luego de seleccionada y evaluada la cepa, es ideal tener en cuenta ciertos factores
que permitiran la produccion y por lo tanto su uso masivo como control biolégico. De
nada sirve una cepa muy virulenta en el laboratorio si tiene baja conidiacion o si no
resiste las condiciones a campo ni es rentable su producciéon masiva.
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4.5.3. Bioensayos.

El hongo, al tratarse de un organismo vivo, es influenciado por muchos factores que
condicionan su ciclo y evoluciéon. Para lograr un buen control hay que contemplar
todas las interacciones hongo-garrapata-ganado-ambiente. Para eso se deben
ensayar y probar distintas alternativas y combinaciones para obtener el mayor
provecho posible de un método de control biol6gico. Existen numerosos ensayos
realizados in-vitro en todo el mundo buscando evaluar la eficacia de diferentes
aislados de M. anisopliae sobre R. microplus (Bittencourt y col., 1994; Frazzon y col.,
2000; Lopez y col., 2009; Ojeda-Chi y col., 2010; Quinelato y col., 2012; Ren y col.,
2012). Se ha estudiado su accion directa frente a huevos (Figura 8), larvas, hembras
ingurgitadas (Figura 9) y también la alteracion de los parametros bioldgicos e indices
reproductivos de las teledginas. En la Tabla 1 se agrupan diferentes resultados de
algunos de los trabajos mas relevantes realizados in-vitro donde se evalla la
influencia de diferentes variables como: la cepa del hongo, su concentracion y
combinacion con otras cepas, la poblacién de la garrapata, el medio en el que se
realiza la suspension, la etapa evolutiva afectada, etc.
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Figura 8. Huevo de R. microplus infectado con M. anisopliae,
Columnas: agregados de conidios. Fuente: Posadas, 2010.

En cambio, existen pocos ensayos realizados a campo (Tabla 2). Entre ellos se
encuentran los que aplican los tratamientos en animales estabulados, en animales a
campo, y sobre las pasturas. Los ensayos a campo se diferencian de los realizados
en boxes principalmente porque el conteo que se realiza no es tan preciso. Ademas,
los boxes generalmente son techados, no incidiendo el sol directamente como lo
haria en campo. También al no poder colectarse las teledginas como se hace en los
boxes se corre con la desventaja de que ocurran reinfestaciones que alteren los
resultados.

Cabe destacar que en todos los analisis in-vitro las condiciones ambientales que se
le otorgan a los procesos son reguladas y mantenidas lo mas constantes posible,
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dificilmente ocurriendo esta constancia en el medio ambiente, quedando esto
ejemplificado en el trabajo de Correia y col., (1998). Por ello aun teniendo resultados
buenos en pruebas de laboratorio es menester realizar los ensayos in-vivo.

4.5.4. Patogenicidad

La patogenicidad por definicion es la capacidad de causar una enfermedad (Thomas
y Elkinton, 2004). La misma esta determinada por varios factores como la virulencia,
la concentracion y la tolerancia a diferentes condiciones ambientales. Aunque es
muy influyente, la virulencia por si sola no determina el éxito del control, ya que hay
mas factores que determinardn si ocurre la micosis en la garrapata. También es
importante considerar la conidiogénesis como se discutira mas adelante.

45.4.1. Virulencia

La virulencia esta dada por factores genéticos propios los que regulan la codificacién
de distintas enzimas clave (adhesinas, proteasas, quitinasas, lipasas, etc.) en la
infeccion ya que degradan constituyentes principales de la garrapata. La virulencia
también estd dada por la produccion de toxinas, por ejemplo, las destruxinas las
cuales bajan las defensas, dafian el sistema muscular y afectan la excrecion.

La misma aumenta tras pasajes por la plaga blanco (Frazzon y col., 2000; Arruda y
col., 2005; Fernandes y col., 2012). Esto se comprobd en el trabajo de Frazzon vy
col., (2000) donde reaislaron la cepa M5 luego de uno y de dos pasajes en
teledginas. Al segundo dia de tratamiento, para la cepa reaislada de un solo pasaje
la mortalidad fue de 1,8%, mientras que la misma cepa al ser reaislada luego de dos
pasajes genero mortalidad de 84%. En contraposicion, multiples pasajes en medios
artificiales o en condiciones inapropiadas reducen la virulencia (Alves, 1998).

4.5.4.2. Concentracion

Otro factor que aumenta la patogenicidad es la concentracion del indculo. Las
suspensiones de conidios que se preparan para los ensayos pueden ajustarse a
diferentes concentraciones de conidios/ml. Varios autores comprobaron que a
mayores concentraciones mejores resultados. Frazzon y col. (2000) evaluaron varias
cepas, siendo la E6S1 la mas patdgena, ya que cuando usaron 1x108 conidios/ml
obtuvieron mortalidades de 100% a los 8 dias, y a los 5 dias cuando usaron
concentraciones de 1x10° conidios/ml. Ademas, a esta Ultima concentracion los
huevos fallaron al eclosionar. Esto es muy significativo, ya que a pesar de que las
teledginas tratadas con la concentracion menor murieron a los 8 dias, hubo postura
de huevos viables con una capacidad alta de eclosionar, lo que afectaria el control.

Lo mismo sucedié en el trabajo de Lépez y col., (2009) con la cepa 137bm. La
probaron a diferentes concentraciones viendo que el aumento del efecto patégeno
era directamente proporcional al aumento de la concentracién. También se vio que
las hembras que habian sido tratadas con 1x108 conidios/ml pusieron huevos de los
que eclosiond un 1,67%, pero de las tratadas con 1x10° el porcentaje de eclosion fue
0,5%.
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4.5.4.3. Resistencia a condiciones climaticas

Con respecto a las condiciones ambientales los factores temperatura, humedad y
radiaciones UV-B son muy influyentes sobre la patogenicidad.

En la mayoria de los ensayos se usan estufas de incubacién que mantienen una
constancia de 28°C. Esta temperatura es ideal para la germinacion fungica, pero no
es la realidad con la que se van a encontrar los hongos luego de su aplicacion sobre
la piel de un mamifero, donde la temperatura superficial puede alcanzar los 41°C
segun la region anatémica. Para ello Polar y col. (2005b) compararon la
patogenicidad de distintas cepas a 28°C y a 31-35°C. La cepa MI386697, que tenia
una temperatura Optima mas alta en su perfil de crecimiento, fue la mas patogena.

En cuanto a las radiaciones, las UV-B son las mas nocivas para los sistemas
biologicos porque produce dafios en el ADN. En el caso de M. anisopliae genera una
inactivacion de conidios y retraso en los tiempos de germinacion (Braga y col.,
2001).

Braga y col. (2001) determinaron que existe una correlacion inversa significativa
entre la tolerancia a la radiacién UV-B y la latitud desde donde fueron obtenidas.
Esto nos sugiere que algunas cepas de M. anisopliae que estuvieron expuestas a
diferentes niveles de radiacion UV-B durante algunas fases de su ciclo de vida
parecen haber sufrido una seleccion para la adaptacion a los rayos UV-B. Es el caso
de la cepa ARSEF 324 obtenida de Australia, paralelo 19°S. Como al momento de
aplicar la cepa la misma va estar expuesta a las radiaciones es sensato seleccionar
una con mayor resistencia a los rayos UV-B vy realizar las aplicaciones en ultimas
horas de la tarde.

4.5.4.4. Conidiogénesis

Quinelato y col. (2012), en la busqueda de la “mejor cepa”, estudiaron la
patogenicidad de 30 cepas de M. anisopliae contra larvas de R. microplus. No se
limitaron a determinar la mortalidad larvaria sino también la produccion de conidios.
En concordancia con los demas autores, a mayor concentracidbn mayor eficacia. Sin
embargo, observaron que algunas cepas tuvieron excelentes valores de mortalidad,
pero con una baja formacién de conidios y viceversa. Desde el punto de vista
practico esto puede ser un inconveniente a la hora de produccion en forma masiva,
ya que la produccion de conidios va a ser una limitante. No encontraron ningun
patron que relacionara a ambas, por lo que seria erroneo seleccionar una cepa
como la mejor solo por su virulencia. En el trabajo mencionado, las cepas IBCB481 y
CG37 se consideraron como las mejores por tener valores altos de producciéon de
conidos (100x10° condios en 0,5cm de PDA) y generar elevada mortalidad larvaria a
los 20 dias, 100% con IBCB481 y 69,9% con CG37.

Todos estos factores influyentes nos dan la pauta de que hay varias caracteristicas
gue se deben considerar, no solamente la virulencia.
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4.5.5. Interaccion con la garrapata

Como se vio anteriormente es importante la selecciébn de la cepa en base a
diferentes caracteristicas que la hacen mas o menos patdégena. Sin embargo hay
factores referidos a la garrapta que pueden darnos variaciones en la respuesta al
tratamiento.

Como mencionan De la Fuente y col. (2000), las garrapatas han sufrido procesos
evolutivos asociados con la adaptacion al habitat y separacion biogeografica, lo que
resulta en cepas con marcadas diferencias morfolégicas. Por lo tanto, seria correcto
pensar que las diferentes cepas de garrapatas vayan a reaccionar distinto a la
accion fangica. Esta caracteristica motivd a estudios que relacionan el efecto del
hongo entomopatdgeno con el origen de las garrapatas. Dos grandes trabajos que
se han realizado en la regién son los de Perinotto y col. (2012) y de Webster y col.
(2017). En el primero se aplicaron tratamientos iguales a dos poblaciones distintas
de garrapatas. Aunque se obtuvieron buenos resultados en comparacion con los
controles, las teleéginas obtenidas de un establecimiento tuvieron sus parametros
biologicos mas intensamente afectados en comparacion a las del otro
establecimiento, usando la misma cepa de M. anisopliae. En el segundo trabajo se
usaron larvas de garrapatas provenientes de 67 establecimientos distintos de Brasil.
Los resultados de mortalidad fueron considerablemente diferentes segun la
poblacion de R. microplus sobre la que se aplico la suspension. También se estudié
gue no soOlo hay diferencias entre el efecto sobre las distintas poblaciones sino
también, dentro de la misma especie diferencias segun el estadio. Ojeda-Chi y col.
(2010) estudiaron las cepas Ma34 y Mal4 y una mezcla de ambas a 1x108
conidios/ml. Al analizar la mortalidad de teledginas y sus parametros biolégicos a los
14 dias post-tratamiento, la mortalidad generada por las cepas solas y su
combinacion produjo una mortalidad total.

Figura 9. R. microplus adulta infectada con M. anisopliae E6. Fuente: Arruda y col.,
2005.
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Pero al usarse una concentracion menor de conidios (1x10°) si se observaron
diferencias en la mortalidad entre las dos cepas, teniendo menor mortalidad la Mal4,
un 60% menos que con la Ma34. En cambio, para el estadio de larvas, la Mal4 se
comporté mejor que la Ma 34, duplicando casi la mortalidad, independientemente de
la concentracion usada. En este estadio la mortalidad para Mal4 fue de
aproximadamente 42% y de la Ma 34 de aproximadamente 20%. En este caso, la
utilizacion de la mezcla de ambas cepas fue mejor ya que la mortalidad aumenté a
84%. De estos resultados se deprende que algunas cepas actlan mejor sobre
ciertas etapas evolutivas de R. microplus, y que la combinacion de algunas cepas
pueden potenciar su efecto.

Castro y col. (1997), buscando dar continuidad al trabajo realizado en laboratorio por
Bittencourt y col. (1992), realizaron un ensayo experimental in-vivo con la misma
cepa de M. anisopliae, 959. Se usé un total de nueve animales estabulados
individualmente en boxes con piso de madera para la recoleccién de teledginas.

Como también se buscé evaluar la eficacia segun el estadio de la garrapata. Se
realizaron infestaciones artificiales con larvas de R. microplus comenzando desde el
dia -23 y repitiéndolas 3 veces por semana las dos primeras semanas y 4 veces por
semana la Ultima semana previa al tratamiento. Asi el dia del tratamiento se estaria
aplicando el mismo sobre todos los estadios. En total se infectaron con 80.000 larvas
aproximadamente. Para poder determinar la eficacia del control (EC) se contaron los
diferentes estadios que tenia el animal en diferentes dias. Los contajes se
comenzaron 3 dias antes del tratamiento hasta el dia 22 post tratamiento (PT). Pero
también se determinaron otros valores teniendo en cuenta los parametros
reproductivos para las teledginas que sobrevivian.

Se hicieron 3 grupos conformados por tres animales cada uno. A cada uno se le
pulverizaron, como Unica aplicacion, 5 litros de las suspensiones al dia 23 desde la
primera infestacion. El control con agua y Tween 80, el grupo 1 con suspension de
107 conidios/ml y el grupo 2 con 108 conidios/ml. Las colectas y contajes fueron
diarias. También desde el dia 1 PT se separaron 10 teledginas de cada bovino para
incubar en laboratorio y evaluar ovipostura y eclosion.

Sus resultados, algunos expresados en la Tabla 2, dicen que el EC medio fue de
54,8% y 50,4% para el grupo 2 y 1 respectivamente, no habiendo diferencias
estadisticas entre ambos, pero si con el control. Como era de esperarse, la eficacia
fue menor a la obtenida en laboratorio, en contraste con los resultados de Bittencourt
y col. (1992) de 96,6% y 86,15% para las mismas concentraciones de 108 y 107
respectivamente. Al cotejar los resultados con el dia de las colectas se determiné
que las fases mas afectadas por el tratamiento fueron las ninfas seguidas de las
larvas y adultos. En cuanto a la capacidad reproductiva, datos significativos se
obtuvieron al determinar el porcentaje de reduccion estimado de la reproduccion
(PREP), siendo mejor la concentracion aplicada al grupo 2. Otro dato interesante
gue se obtuvo, fue que la fase mas afectada reproductivamente fue la de ninfa, ya
qgue entre los dias +9 y +14 el PREP fue el mayor de los obtenidos, con valores de
60% y una media de 36,9%.

En cambio, en un trabajo de Bahiense y col. (2007) los estadios mas afectados
fueron las larvas. En su ensayo utilizaron la cepa ESALQ-959 y aplicaron la misma
en una concentracion de 8x108 conidios/ml para el grupo tratado. Los animales, 4
becerros, fueron infestados 24 dias antes del tratamiento, y también a los dias 3,5y
7 PT para poder evaluar el efecto residual sobre reinfestaciones. Los contajes se
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hicieron diariamente desde el dia 3 antes del tratamiento hasta el dia 28 luego del
mismo. Con estos datos de 3 dias previos se pudo calcular la eficacia del control.
Durante el total de dias que se hizo el conteo, se reporté un 33% de mortalidad
media, teniendo aumentos luego del dia 17, coincidiendo con la etapa larvaria y
también al dia 25 PT, demostrando un efecto residual. Con respecto a los
parametros reproductivos medidos en laboratorio, posterior a la colecta de las
teledginas, se observa que el indice de eficiencia reproductiva presenta diferencias
significativas con el control a los 2 dias PT, 58,6% contra 39,4%.

Estos resultados sugieren que se deben realizar varios estudios de interaccion
hongo/garrapata para poder aplicar la cepa més adecuada para cada caso, teniendo
en cuenta tanto el origen de la poblacion de garrapata como el estadio evolutivo.

4.5.6. Combinacion con otras sustancias

Puesto que los conidios de M. anisopliae tienen la caracteristica de ser lipofilicos y a
su vez la cuticula de R. microplus tiene su capa mas externa con una cubierta
cerosa, lo mas conveniente para su distribucién seria una sustancia oleosa. A su
vez esto provee de proteccion fisica contra la desecacion.

Para comprobarlo Marciano y col. (2013) evaluaron la efectividad de un producto
comercial desarrollado para plagas agricolas: Metarril WP Organic® (cepas ESALQ
1037 y ESALQ E9) tanto en agua como en aceite. Las suspensiones se realizaron
con 1x108 conidios/ml utilizando como medio agua, aceite mineral Vetec® al 1%, 3%
y 5%. Parte de las teledginas se seleccionaron para el bioensayo y otra parte para
obtener su descendencia y asi evaluar el efecto de aplicacién directo sobre huevos y
larvas. La formulacion que se comport6 mejor fue la oleosa al 5%, dando un
porcentaje de control en el bioensayo sobre teledginas de 97,35%. Estos autores
detectaron un porcentaje de eclosion de 2,2% y un 100% de mortalidad larvaria a los
5 dias con el formulado oleoso al 3% y 5%, obteniendo la misma mortalidad recién a
los 25 dias cuando era usado formulado acuoso. Esto coincide con lo observado por
otros autores (Polar y col., 2005; Leemon y Jonsson, 2008; Camargo y col., 2012;
Camargo y col., 2016), a mayor concentracion de aceite mineral mayor mortalidad y
en menos tiempo. Esto se explicaria por una mayor propagacion y adherencia del
aceite a la cuticula, posiblemente alcanzando membranas intersegmentales, en
contraste con el agua.

Con respecto a la combinacion de acaricidas quimicos con M. anisopliae existen
trabajos, aunque escasos, con resultados promisorios. Bahiense y col., (2006)
estudiaron la asociacion de la cepa ESALQ 959 junto con la deltametrina sobre
larvas de R. microplus resistentes a la misma. Mientras que la deltametrina sola
(6,25ppm) dio resultados medios de mortalidad de 36,5% y el hongo soélo, 55%,
cuando se aplicaron juntos obtuvieron valores de 100%. Webster y col. (2017) como
parte de un ensayo a campo determinaron primero, en laboratorio, la compatibilidad
de algunos acaricidas comerciales con la cepa TIS-BR03. Las combinaciones menos
viables fueron con amitraz y diazindn. Los acaricidas que no alteraron la viabilidad
del hongo, y por lo tanto se eligieron para el ensayo a campo, fueron la combinacién
de cipermetrina y clorpirifos.
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4.5.7. Interaccion con el bovino (Ensayos in-vivo)

Al ser el propdsito final de los ensayos in-vitro seleccionar la mejor cepa para poder
aplicarla sobre animales a campo, hay que considerar también la interaccion con el
microambiente de la piel del animal.

Correia y col. (1998) no observaron reduccion en los conteos de las teledginas en su
ensayo a campo. El mismo se realizé en una zona de Brasil con temperatura media
21,2°y Humedad 77%. Usaron 15 animales con los que hicieron 5 grupos de 3 cada
uno. Los animales estuvieron estabulados y fueron infestados artificialmente los dias
-21, -14 y -7 al tratamiento. La cepa usada fue E9, la cual previo a su germinacion
en arroz, fue doblemente pasada por hembras de R. microplus. Se aplicaron 5 litros
de suspensiones con 7,5x108, 7,5x107, 7,5x10°%, 7, 5x10° conidios/ml. No se
menciona si algo se aplico al grupo control. Los dias 0, 1, 7, y 16 PT se contaron las
hembras mayores a 4mm presentes en el lado izquierdo de los bovinos. Ademas,
durante los 15 dias siguientes al tratamiento las 4 hembras més ingurgitadas se
colectaron manualmente en dias alternos y se llevaron a incubar al laboratorio.

De los conteos visuales no se tuvieron diferencias estadisticas con el control, en
ninguna de las concentraciones. En cuanto que las hembras que fueron colectadas e
incubadas llegaron a tener mortalidad de 79% cuando se habia aplicado la
concentracion mayor. Este valor fue decayendo a medida que pasaron los dias
desde el tratamiento. Una aclaracion realizada por los autores es que cuando
aplicaron la suspension de mayor concentracion tuvieron problemas con el difusor,
que se les tapaba y ademas observaron una baja humectacién de esporas a pesar
del uso de un surfactante. EI hecho de que las hembras incubadas tuvieron
mortalidades elevadas, a diferencia de las que permanecieron en los animales
podria estar indicandonos que, aunque si se logré un contacto entre el hongo y la
garrapata, las condiciones posteriores a la aplicacién no fueron favorables para que
el hongo continuara su ciclo.

Alonso y col. (2007) llevaron a cabo un experimento en México en 2005,
(temperatura media: 24°C, humedad relativa: 85%) sobre bovinos naturalmente
infestados los cuales no habian recibido ningun tratamiento en los 90 dias previos.
Realizaron 2 grupos con 10 bovinos en cada uno, distribuidos homogéneamente
segun conteo por visualizacion de hembras (entre 4,5 y 8mm) del lado izquierdo.
Prepararon masivamente, en arroz, conidios de la cepa Ma34 ajustando su
concentracion final a 1x108 conidios/ml, la que luego suspenideron en agua y Tween
80. Entre las 6 y 7 horas de la tarde aplicaron por pulverizacién 5 litros de esta
suspension a uno de los grupos. Al grupo control se le pulverizé solamente con
Tween 80 y agua. Estas aplicaciones se repitieron a los 15, 30 y 45 dias. Los
conteos los hicieron lo dias 0, 3, 5, 7 y 14 luego de cada uno de los 4 tratamientos.

Sus resultados los expresaron como porcentaje de eficacia (PE). Recién luego del
segundo tratamiento tuvieron reducciones significativas de infestacion. En promedio
de todas las mediciones se tuvieron valores mayores a 45%, aunque al quinto dia
del conteo luego del cuarto tratamiento, osea al dia 50 del ensayo, registraron un
valor mas elevado de efiacia, 91%.

Para comprobar la eficacia en campo de los formulados oleosos sobre el bovino,
Camargo y col. (2016) ensayaron con el mismo producto que Marciano y col. (2013)
pero en condiciones de campo. Para el mismo separaron 30 animales naturalmente
infestados en 3 grupos de 10. Se aplicé tratamiento en dos instancias dia 0 y dia +3,

33



los mismos consistieron de 4 litros de Metarril 108condios/ml formulados en aceite
mineral, un control solo con aceite mineral y un control sin tratamiento. Los conteos
de hembras comenzaron el dia -3 y fueron cada 3 y 4 dias hasta el dia 24 luego del
primer tratamiento. También se colectaron hembras para evaluar parametros
reproductivos en laboratorio. Recién al dia 17 se vio una reduccion en los contajes
sobre el grupo tratado con Metarril. Con el correr de los dias esta reduccion se
incrementd llegando a una eficacia de 90,53% en relacion con el control, al dia 21.
En contradiccién a otros resultados, los parametros reproductivos de las hembras
colectas no se afectaron significativamente, esto se puede explicar porque las
colectas se hicieron dias mas tarde PT (7, 14 y 21) y no inmediatamente a la
aplicacién como en otros trabajos.

Como se puede ver, al aumentar las frecuencias de aplicacion aumenta la eficacia.
Lo mismo se comprobd en un ensayo (Lopez y col., 2009) donde se hicieron 3
tratamientos con la cepa 137bm a concentracion de 1x10® conidio/ml. Las
aplicaciones fueron de 1 litro/100kg PV y se repetian cada semana. Los conteos
también se hicieron semanalmente y las colectas de hembras para incubar a las
48hs PT. En este caso la accién tampoco fue inmediata, teniendo recién luego de la
segunda aplicacion datos relevantes de control. Este efecto no se prolongdé mas alla
de la 5 semana. En total se tuvo una reduccion del 75% en la infestacion.

En todos los trabajos mencionados previamente, se vieron reducciones significativas
con respecto al control pero en general no fueron reducciones muy altas como para
poder ser aplicadas como anico recurso. Solamente en un trabajo de Webster y col.,
(2015) donde se aplico M. anisopliae cepa TIS-BR0O3 junto con cipermetrina y
clorpirifés hubo reducciones medias tan elevadas como 97,7%.

Los tratamientos se aplicaron 7 veces con intervalos de 21 a 28 dias sobre animales
infestados artificialmente a los 21, 14 y 7 dias previos al tratamiento y luego 1
semana antes de cada reaplicacion del tratamiento. Los conteos por visualizacion
directa fueron semanales durante toda la duracién del ensayo, 6 meses. Por lo tanto
se puede deducir que existe compatiblidad entre estos productos quimicos y
biolégicos, ya que bajas dosis de los acaricidas quimicos generan una depresién en
la respuesta inmune, por lo tanto aumenta la patogenicidad del hongo.
Desafortunadamente no existen demasiados trabajos similares y con resultados tan
promisorios.

4.5.8. Interaccion con otros organismos.

Como se planteé en la definicion de control biologico, el uso de M.anisopliae no
debe generar dafios a organismos no blanco. Particularmente no debe afectar a
organismos benéficos como abejas, predadores y parasitoides de otros insectos que
mantienen las poblaciones controladas. Tampoco seria deseable el desarrollo de
respuestas alergicas en los operadores. Afortunadamente existen estudios que
concluyen que segun la cepa de M.anisopliae hay baja mortalidad en colmenas
tratadas y ademas no tiene efectos sobre larvas ni las caracteristicas de las
colonias. Inclusive, M. anisopliae se plantea como util para el control del acaro
Varroa destructor, siempre depeniendo de la cepa utilizada (Kanga y col., 2003;
Hamiduzzaman y col., 2012). Con relacién a reacciones alérgicas no existen
reportes en la literatura meédica, pero si dos casos de queratitis fungica y dos de
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infeccion sinusal en humanos con prondéstico favorable al ser tratados con
Itraconazol y natamycin 5% (Roberts y St Leger, 2004).

Es importante que, si realmente se desean llevar a cabo planes de control que
incluyan al control biologico, las autoridades pertientes regulen y testeen los
productos previo a su comercializacion.
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Tabla 1. Efecto in-vitro de M. anisopliae en el control de R. microplus

Autores Cepa Conidios/ml Efecto sobre Teleoginas Efecto directo Efecto directo
sobre Huevos sobre Larvas
%Mortalidad EPI %EH %EH %Mortalidad
Frazzony E6S1 1x108 100, en 14 dias. 17% 89 nd nd
col., 2000
1x10° 100, en 5 dias. nd 0 nd nd
Bahiense y ESALQ 959 2,2x107 nd nd nd nd 100, en 10
col.,2006 +deltametrina dias
(6,25ppm)
Lépez y col., 137bm 1x108 nd 5% 1,67 nd nd
2009 1x10° nd 2% 05 nd nd
Ojeda Chiy Ma34+Mal4 1x108 78, en 12 dias 33,9% nd nd 90, en 20 dias
col., 2010
Ma34 1x108 100, en 12 dias 25% nd nd 57, en 20 dias
Quinelato y IBCB481 1x108 nd nd nd nd 100, en 20
col., 2011 dias.
Marcianoy  Metarril WP 1x108 nd 55,09% 96,50 94,1 62, en 5 dias.
col., 2013 Organic® 100, en 25
dias.
1x108en nd 2,12% 15,76 2,2 100, en 5 dias.
Vetec® 5%

EH, porcentaje de eclosion; EPI, indice de producciéon de huevos=[peso de la masa de huevos(g)/peso inicial de teleogina(g)]*100;
nd, no determinado.



Tabla 2. Efecto in-vivo de M. anisopliae en el control de R. microplus

Bovinos
Autor Cepa Conidio/ml Volumen Aplicaciones EC
Grupos Dotacion
1x107 51 1 EC=50,4%?2
Castro y col.,1997 959 3_de 3 : I.B(.JX
animales individual 1x108 5| 1 EC=54,8%2
Correia y col., 1998 E9 5'de 3 Box 7,5x108 51 1 nd
animales
Alonso Diaz y col 2de 10 1
y Ok Ma34 . animal/Sha 1x108 51 4 PE=51%
2007 animales
de campo
Bahiense y col., 2007 ESALQ959 8x108 1 Mt=33%
Camargo y col., 2016 MetarrillM2 3 _de 10 1 2 EC=75,09%
animales  grupo/2ha
Lépez y col., 2009 137bm 2 de 10 1x108 1l/kg 3
animales
4des 1x108+0.02%
Webster y col., 2015 TIS-BR0O3 animales 1 grupo/ha cipermetrina, 81 7 EC=97,7%

0.05% clorpirifés

EC (Eficacia del control)=1 — (n° de teleoginas grupo tratado PT*n° de teleoginas grupo control al dia-3/n° de teleoginas grupo

tratado al dia-3*n° de teleoginas grupo control PT)]*100; PE=(Porcentaje de eficacia)=[promedio de teleoginas en grupo control-

promedio de teledginas en grupo tratado/promedio de teleoginas en grupo contro]*100; Mt= Mortalidad

37



4.6 Conclusiones

Frente a las grandes pérdidas que genera la garrapata comun del ganado (R.
microplus) y a la pérdida de eficacia de la mayoria de los principios activos
acaricidas en nuestro Pais, es necesario buscar otras alternativas no quimicas para
poder mitigar su dafio.

Dentro de estas alternativas podemos destacar el uso del hongo entomopatégeno M.
anisopliae, como una de las mas factibles a ser aplicadas en nuestro medio.

Si bien hay muchos trabajos experimentales realizados en condiciones de
laboratorio, no todos han sido sometidos a estudios de campo. Aquellos que han
sido realizados a campo, han tenido resultados variables. Sin embargo, algunos de
ellos han tenido resultados muy promisorios, principalmente cuando son aplicados
en conjunto con garrapaticidas en garrapatas resistentes a los mismos.

Las ventajas de su uso son la facil y econémica produccion del hongo, es un
producto amigable con el medio ambiente y que no tiene la problematica de dejar
residuos en productos/subproductos cérnicos como sucede con los garrapaticidas
quimicos. Como todo tratamiento, debe ser planeado y aplicado estratégicamente
dentro del marco de un MIP.

Existen numerosas cepas de M. anisopliae, las cuales tienen diferentes
caracteristicas y comportamientos sobre diferentes poblaciones de garrapatas, que,
si no se consideran en el momento de la eleccion del entomopatégeno, pueden
interferir con el éxito del control de la garrapata. Una cepa de M. anisopliae de origen
tropical o subtropical, con una eficacia comprobada en garrapata, tal vez no se
adapte a nuestro ambiente y por ende no sea eficaz. Por dicha razén, una de las
opciones para nuestro pais seria la busqueda de nuestras propias poblaciones de
hongos que controlar nuestras poblaciones de garrapatas.

Para sacar el maximo provecho al uso de M. anisopliae se pueden utilizar las
concentraciones altas, ya que el aumento de la eficacia es directamente proporcional
al aumento de la concentracion, aunque tampoco seria adecuado usar
concentraciones mayores de 1x10° conidios/ml ya que esto conlleva a problemas
practicos como la oclusion de los aplicadores.

También estd comprobado que los mejores resultados se tienen al utilizar
suspensiones en medios oleosos, ya que se genera una mejor adhesion entre el

conidio y la garrapata, y ademas es sabido que los aceites interfieren con la
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fisiologia y respiracion de los artrépodos. A su vez el aceite le brinda cierta
proteccion al conidio, sobre todo contra los rayos UV-B, frente a los cuales los
conidios son muy sensibles, siendo otra herramienta practica contra estos el aplicar
el producto en las ultimas horas de la tarde.

Aungque encontrar una cepa Util para aplicar a campo y considerar todas las
variables que pueden afectar la efectividad del hongo no son procesos rapidos ni
sencillos, considero desde mi punto de vista que se debe investigar mas
profundamente sobre esta tematica en nuestro Pais, sobre todo realizando estudios
a campo, con un enfoque multidisciplinario que integre conocimientos y experiencias

del &rea de micologia, entomologia, epidemiologia y veterinaria.
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