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RESUMEN

La garrapata Rhipicephalus microplus es el principal ectoparasito del bovino en Panama y en otras regiones tropicales y subtropicales
del mundo. Tradicionalmente, el método de control de R. microplus se basa en la utilizacién de acaricidas quimicos. Sin embargo, este
método presenta inconvenientes como el desarrollo de resistencia, contaminacion al ambiente y a los alimentos, lo que ha promovido
la evaluacion de estrategias de control alternativas a los acaricidas. El objetivo de este estudio fue identificar y evaluar la virulencia de
aislados nativos de Metarhizium anisopliae sobre larvas de R. microplus en condiciones in vitro. La identificacion de los aislados Mt1,
Mt2 y Mt5 se realiz6 sobre la base de sus caracteristicas morfoldgicas y mediante la secuenciacion de la regién ITS-5,8S del ADN
ribosomal. Los tres aislados nativos se identificaron como M. anisopliae. Se hicieron bioensayos utilizando un disefio experimental
completamente al azar. Con cada aislado, se evaluaron cuatro concentraciones de 1x105, 106, 107 y 108 conidias mL-!, y un control
(solucién de Tween 80 al 0,1%). Se encontraron diferencias significativas (P < 0,01) en los porcentajes de mortalidad (PM) sobre
larvas entre las concentraciones evaluadas para cada uno de los aislados, alos 10, 20 y 30 dias postratamiento (DPT). Los tres aislados
alcanzaron el méximo PM (> 98%) sobre larvas a las concentraciones 1x107 y 1x108 conidias mL-!, a los 30 DPT. En el tratamiento
control no se observé mortalidad de larvas. El aislado Mt5 resulté el mds virulento con una concentracién letal media (CLs,) de
1,17x105 conidias mL-!, seguido de los aislados Mt2 y Mtl con CLy, de 2,94x105 y 1,23x106 conidias mL-!, respectivamente. Los
resultados encontrados en el presente estudio sugieren que los aislados nativos Mt5 y Mt2 de M. anisopliae podrian ser considerados
agentes promisorios para el control biolégico de la garrapata tropical del bovino R. microplus en fincas ganaderas de Panamd.
Palabras clave: garrapata, hongos entomopatégenos, region ITS-5,8S, virulencia.

ABSTRACT

The Rhipicephalus microplus tick is the main ectoparasite of cattle in Panama and other tropical and subtropical regions of the world.
Traditionally, the R. microplus control method is based on the use of chemical acaricides. However, this method has obstacles such
as the development of resistance, contamination of the environment, and food, which has favored the evaluation of control strategies
alternative to acaricides. The objective of this study was to identify and evaluate the virulence of native isolates of Metarhizium aniso-
pliae on larvae of R. microplus under in vitro conditions. The identification of Mtl, Mt2, and Mt5 isolates was performed based on
their morphological characteristics and by sequencing the ITS-5.8S region of ribosomal DNA. The three native isolates were identified
as M. anisopliae. Bioassays were done using a completely randomized experimental design. With each isolate, four concentrations
of 1x10°, 106, 107 and 108 conidia mL-', and a control (0.1% Tween 80 solution) were evaluated. Significant differences (P < 0.01)
were found in the mortality percentages (PM) on larvae between the concentrations evaluated for each of the isolates, at 10, 20, and
30 days post-treatment (DPT). The three isolates reached the maximum PM (>98%) on larvae at concentrations 1x107 and 1x108
conidia mL~!, at 30 DPT. In the control treatment, no larval mortality was observed. The Mt5 isolate was the most virulent with a
mean lethal concentration (LC ) of 1.17x105 conidia mL-1, followed by the Mt2 and Mt1 isolates with LC50 of 2.94x10° and 1.23x10°
conidia mL-1, respectively. The results found in the present study suggest that the native Mt5 and Mt2 isolates of M. anisopliae could
be considered promising agents for the biological control of the tropical tick of the R. microplus cattle in cattle farms in Panama.
Keywords: entomopathogenic fungi, ITS-5.8S region, tick, virulence.
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Introduccion

Rhipicephalus microplus (Acari: Ixodidae),
conocida como la garrapata tropical del bovino,
es el principal ectopardsito del ganado en Panama
(Moran et al., 1995), asi como en la mayoria de
las regiones tropicales y subtropicales del mundo.
Esta garrapata causa graves pérdidas econémicas,
que se traducen en baja produccién de leche, lento
crecimiento y transmision de patégenos, entre
estos, Babesia bovis , B. bigemina y Anaplasma
marginale (FAO, 1984).

Tradicionalmente, el método de control de
R. microplus se basa en la utilizacién de acaricidas,
pero su uso excesivo sobre este ectopardsito ha
generado la aparicién de resistencia quimica,
con el alto costo que esto supone para su control
(Kunz y Kemp, 1994; FAO, 2003). En Panam4,
en un estudio realizado por Jaén et al. (2015), se
mostraron evidencias de la baja sensibilidad de
R. microplus a piretroides sintéticos (cipermetrina),
en fincas de ganado bovino distribuidas en varias
provincias de este pafs. Esta resistencia quimica
podria traer consigo dafios al entorno natural y a la
salud humana, por la contaminacién de la leche y
de la carne bovina (Leal et al., 2003). Por lo tanto,
se requiere integrar nuevas opciones de control no
quimico para minimizar estos efectos nocivos.

Los hongos entomopatdgenos son enemigos
naturales de artrépodos, y han sido estudiados con
éxito a nivel mundial como agentes controladores
de la garrapata del bovino (Fernandes y Bittencourt,
2008). El hongo Metarhizium anisopliae (Hypo-
creales: Clavicipitaceae) ha demostrado ser uno
de los entomopatégenos mas eficientes para la
biorregulacién de R. microplus en condiciones in
vitro € in vivo, contra diferentes estadios de esta
garrapata. Ademads ha supuesto una reduccién de
fases parasitarias sobre bovinos (Arguedas et al.,
2008; Ojeda-Chi et al., 2011; Quinelato et al., 2012).

El control de la garrapata del bovino mediante
el uso de hongos entomopatégenos requiere realizar,
previamente a las evaluaciones in vitro e in vivo, la
correcta identificacién del hongo. Tradicionalmente,
el método para la identificacién de hongos
entomopatégenos se basa en la morfologia de las
esporas, caracteristicas bioquimicas y propiedades
inmunolégicas. Sin embargo, técnicas moleculares
como la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) y el andlisis de secuencias de ADN son
ampliamente utilizadas para la identificacion de

diferentes especies de hongos entomopatégenos
(Destéfano et al., 2004).

El objetivo del estudio fue identificar aislados
nativos de M. anisopliae mediante caracteristicas
morfolégicas y secuenciacion de la regién ITS-5.8S
del ADN ribosomal y evaluar su virulencia en
condiciones in vitro sobre larvas de R. microplus.

Materiales y métodos

Produccion de larvas de Rhipicephalus
microplus

Este estudio se desarroll6 en el Centro de
Investigacion Agropecuaria Divisa (CIAD),
del Instituto de Investigacién Agropecuaria de
Panama (IDIAP), ubicado en la localidad de
Divisa, corregimiento de Los Canelos, distrito
de Santa Maria, provincia de Herrera, Panama.
Inicialmente, se colectaron garrapatas hembras
adultas de un bovino confinado en un corral de
la Unidad Pecuaria del CIAD sin tratamiento
quimico previo. Las garrapatas se trasladaron al
Laboratorio de Salud Animal del CIAD, donde
se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 1%
y, seguidamente, se enjuagaron, secaron, pesaron
y se revisaron con la ayuda de un estereoscopio
SMZ-168 (Motic, CN) para verificar su condicién
fisica. La identificacién se realizé utilizando
la clave taxonémica de garrapatas de Bautista-
Garfias (2006). Para la produccién de huevos, las
garrapatas se colocaron en placas de Petri (90 mm
x 15 mm) estériles y se incubaron a 27 + 1 °Cy
humedad relativa (HR) > 80% durante 10 dias
(Jaén et al., 2015). Para la produccién de larvas,
se tomaron alicuotas de huevos de 50 mg (~1,000
huevos), que se colocaron en viales estériles con
capacidad para 20 mL, los cuales se taparon con
algodén igualmente estéril (Quinelato ez al., 2012).
La eclosion de las larvas en los viales ocurrid
aproximadamente a los 20 dias. Se descartaron los
viales con porcentajes de eclosion < 95%. En los
bioensayos, se utilizaron viales con larvas entre
10 y 15 dias de edad.

Identificacion morfologica de Metarhizium
anisopliae

Se seleccionaron tres aislados nativos de
Metarhizium sp. procedentes de las provincias
de Coclé y Herrera, ubicadas en la regién central
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de Panama (Tabla 1), los cuales se encontraban
conservados en papel filtro a—20 °C, en la coleccién
de hongos entomopatégenos del Laboratorio de
Proteccién Vegetal (LPV) del CIAD. Estos hongos
se sembraron en placas de Petri que contenian medio
de cultivo papa dextrosa agar (PDA) (Difco, USA),
y se mantuvieron a 25 + 1 °C en oscuridad durante
14 dias. Se obtuvieron cultivos monospoéricos de
cada uno de los aislados mediante la técnica de
diluciones sucesivas (Dhingra y Sinclair, 1995),
con la finalidad de obtener cultivos puros para ser
usados en la identificacién morfoldgica a nivel de
especie, utilizando la clave de identificacién de
hongos entomopatégenos de Humber (2012). Se
evalu6 el color de la colonia en medio de cultivo
PDA y se determind la forma, largo y ancho de un
total de 25 conidias de cada uno de los aislados con
la ayuda de un microscopio 6ptico DM750 (Leica
Mycrosistems, DE), con un aumento de 400X.

Identificacion molecular de Metarhizium
anisopliae

La identificacién molecular se realizé con los
mismos aislados de Metarhizium sp. determinados
inicialmente mediante morfologia. Para ello, se
realizé la extraccion del ADN genémico a partir de
micelio de cada uno de los aislados, utilizando el kit
de extraccion EZNA (Omega Bio-tek, USA), segtin la
instruccién del fabricante. La identificacion se hizo
por PCR, utilizando la pareja de oligonucleétidos
ITS1 y ITS4, los cuales amplifican un fragmento
de ~500-pb, correspondiente a la regiéon ITS del
ADN ribosémico, incluyendo el gen 5,8S (White
et al., 1990). Las concentraciones finales de cada
reactivo en la reaccién fueron las siguientes: 1x
de tamp6n PCR, 2,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTPs
(Amresco INC., USA), 0,4 uM de cada cebador,
1U de Tag ADN polimerasa (Invitrogen, BR), 1 uL
de cada extracto de ADN, y agua ultrapura estéril
hasta alcanzar un volumen de 25 puL. El ADN
se amplificé con la ayuda de un termociclador

Mastercycler® gradient (Eppendorf, USA), el cual
se programé para llevar a cabo un ciclo inicial de
desnaturalizacion a 94 °C durante cuatro minutos,
seguido por 35 ciclos de desnaturalizacién a 94 °C
durante un minuto, hibridacién a 55 °C durante un
minuto y extensién a 72 °C durante un minuto y
medio. Adicionalmente, se llevd a cabo un ciclo
de extension final a 72 °C durante diez minutos,
este ultimo con la finalidad de sintetizar todos los
fragmentos que posiblemente quedaron incompletos,
seguido de un paso de enfriamiento a 4 °C hasta
que las muestras fueron recuperadas. Como control
negativo, se utilizé agua ultrapura estéril, la cual
se analiz6 bajo las mismas condiciones descritas
anteriormente.

Para confirmar la especie de los aislados
de Metarhizium sp., los productos de PCR se
purificaron y secuenciaron en Macrogen Inc. en
Corea del Sur. Las secuencias se editaron utilizando
el programa Chromas version 2.6.6 (Technelysium
Pty Lda, AU), y se depositaron y compararon
con las secuencias de referencia existentes en la
base de datos del GenBank mediante el programa
BLAST del Centro Nacional para la Informacién
Biotecnoldgica (NCBI, USA) (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/). Adicionalmente, se obtuvo un
arbol de homologia mediante la comparacién de
las secuencias de los aislados analizados en el
presente estudio y de las secuencias de referencia
en el programa DNAMAN version 5.2.9 (Lynnon
BioSoft, DE). En este andlisis se incluyé como
“outgroup” la secuencia del aislado de Beauveria
bassiana ARSEF 751 (No. de Accesion AY532045),
ya que esta especie de hongo se considera también
un agente de control biol6gico (Rehner y Buckley,
2005).

Preparacion de suspension de conidias
La cosecha de conidias se realiz6 a partir

de colonias de los aislados de Metarhizium sp.
indicados anteriormente, crecidos en medio de

Tabla 1. Aislados nativos de Metarhizium anisopliae, hospedante, origen geogrifico y nimero de
accesion de la secuencia de la region ITS-5.8S del ADN ribosomal depositada en el GenBank (NCBI).

Aislados  Hospedante Origen geografico ~ N° de accesion en el Genbank
Mtl Aeneolamia sp. (Hemiptera: Cercopidae)  Coclé, Panamé MN294981
Mt2 Aeneolamia sp. (Hemiptera: Cercopidae)  Coclé, Panamd MN294982
Mt5 Cyrtomenus bergi (Hemiptera: Cydnidae)  Herrera, Panaméd MN294983
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cultivo PDA y raspadas de su superficie con la
ayuda de un escalpelo. Las conidias cosechadas se
suspendieron en una solucién de Tween 80 al 0,1%,
para luego ser homogenizadas mediante agitacién
en vortex durante un minuto. La concentracion de
conidias mL-! fue estimada con la ayuda de un
hemocitémetro y ajustada a las concentraciones de
1x105, 109, 107 y 108 conidias mL-!. La viabilidad
de las conidias se determiné colocando 100 puL de
la suspensién en medio de cultivo PDA e incubada
a25+1°CyHR>80%. La germinacién de las
conidias se evalué después de 24 horas, mediante
la observacién directa bajo microscopio éptico a
400X, para luego calcular el porcentaje de viabilidad
(Ojeda-Chi et al., 2011).

Bioensayos

En los bioensayos se utilizé un disefio
experimental completamente al azar con cuatro
tratamientos (concentraciones 1 x 103, 10, 107 y
108 conidias mL-1) y un control (solucion de Tween
80 al 0,1%). Cada tratamiento se conformé con
cuatro repeticiones con viales que contenian las
larvas. Los tratamientos se aplicaron siguiendo
la metodologia propuesta por Quinelato et al.
(2012), que consistié en la inyecciéon de 1 mL
de la suspension de conidias dentro de cada vial
para humedecer las larvas durante tres minutos.
Seguidamente, se descartd la suspensidon de
conidias, mientras que los viales se taparon con
algodoén estéril, incubandolos a 27 + 1 °C y HR
> 80%. Como variables de respuesta se evalué el
porcentaje de mortalidad por cada concentracién y
aislado a los 10, 20 y 30 dias postratamiento (DPT)
y se estimo la concentracién letal media (CLs).
Al final del experimento, las larvas muertas se
colocaron en placas de Petri que contenian medio
de cultivo PDA y se incubaron a 25 = 1 °C para
inducir el crecimiento del hongo y, posteriormente,
confirmar la identidad del hongo entomopatégeno
inoculado.

Analisis estadistico

Los datos de porcentaje de mortalidad a los
10,20y 30 DPT se analizaron mediante la prueba
no paramétrica de Kruskal-Wallis, mientras que
la CLs, se obtuvo mediante el andlisis Probit. El
andlisis de los datos se realizé con el software
v.3.2.5 (R Core Team, 2016).

Resultados y discusion

Identificacion morfologica y molecular de
Metarhizium anisopliae

Los tres aislados nativos de Metarhizium sp.
provenientes de la coleccién de hongos
entomopatégenos del LPV del CIAD mostraron
colonias inicialmente de color blanco, que
posteriormente se tornaron de color verde olivo.
Estos aislados produjeron conidiéforos simples
con fidlides en forma de botella, mientras que las
conidias presentaron forma cilindrica, aseptada,
con dimensiones de 5,60-8,0 x 2,0-2,80 um. Las
caracteristicas morfolégicas descritas para los
aislados nativos de Metarhizium sp. indicados
anteriormente coinciden con las descripciones
realizadas por Humber (2012) y Bischoff et al.
(2009) para M. anisopliae. La amplificacién por
PCR de la regién ITS-5.8S del ADN ribosémico
generd un producto de 490-pb para estos aislados,
mientras que las secuencias obtenidas a partir de
estos (Tabla 1) mostraron 100% de homologia con
secuencias de referencia de los aislados ARSEF
7450 (No. Accesion HQ331464) y ARSEF 7487 (No.
Accesion HQ331446) (Figura 1) de M. anisopliae
(Schneider et al., 2011). En estudios previos
realizados por Driver et al. (2000) y Schneider et al.
(2011), la regién ITS-5.8S del ADN ribosémico
ha sido ampliamente usada para determinar la
identidad y diversidad genética de M. anisopliae.
Basados en las caracteristicas morfoldgicas y en el
andlisis de secuencias de esta regién gendmica, se

10?% 9?% 9‘2% 8?% SII)% 7|5%

M. anisopliae Mt 1 1100%
M. anisopliae Mt2 |100%
M. anisopliae Mt 5 [100%
M. anisopliae ARSEF 7450
100% 77%

M. anisopliae ARSEF 7487 —

B. bassiana 751

Figura 1. Arbol de homologfa de la secuencia de la regién ITS-
5.8S del ADN ribosémico obtenido con el programa DNAMAN.
En el andlisis realizado se incluyeron las secuencias de los
aislados nativos Mtl, Mt2 y Mt5 de Metarhizium anisopliae
(este estudio) y secuencias de aislados de referencia de este
hongo depositadas en el GenBank (NCBI). La secuencia de
Beauveria bassiana ARSEF 751 se incluyé como “outgroup”.
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confirmo la identidad de los tres aislados nativos
como M. anisopliae.

Bioensayos

La viabilidad de las conidias resulté > 95%
en los tres aislados de M. anisopliae evaluados.
La media de los porcentajes de mortalidad (PM)
observada en larvas de R. microplus se muestra
en la Tabla 2. El analisis estadistico utilizado en el
estudio present6 diferencias significativas (P < 0,01)
entre las concentraciones evaluadas para cada uno
de los aislados de M. anisopliae a los 10, 20 y 30
DPT (Tabla 2). No se observo mortalidad de larvas
en el tratamiento control a los 30 DPT. Todas las
concentraciones de conidias evaluadas de cada uno de
los aislados a los 10 DPT provocaron PM sobre larvas
de R. microplus en un rango de 3,5%-92,3% (Tabla 2).
Estos resultados son similares a los reportados por
Fernandes et al. (2004), quienes evaluaron tres
aislados de M. anisopliae obteniendo un incremento
en el PM de larvas entre 11%-94% en un rango de
concentraciones de 1 x 105 a 1 x 108 conidias mL-!,
en comparacién con el control (0%) a los 10 DPT.
Los PM sobre larvas aumentaron ligeramente en un
rango entre 4,8%-98% a los 20 DPT. Los PM mas
altos, que presentaron valores entre 24%-100%, se
obtuvieron a los 30 DPT (Tabla 2), observandose
PM mas elevados (>98%) a las concentraciones de
1 x 107 y 1 x 108 conidias mL-!. Estos resultados
son similares a los reportados por Quinelato et al.

(2012), quienes obtuvieron altas mortalidades sobre
larvas de R. microplus (> 98%) a las concentraciones
1 x 107 y 1 x 108 conidias mL-! de cuatro aislados
de M. anisopliae alos 30 DPT. La alta mortalidad
inducida por los aislados nativos de M. anisopliae
evaluados en el estudio podria ser atribuida a la
sensibilidad de la poblacién de R. microplus a la
infeccion del hongo. Perinotto et al. (2012) indican que
la variacién en la virulencia de M. anisopliae podria
ser atribuida a las diferencias en la susceptibilidad
de las poblaciones de garrapatas. Esto sugiere la
importancia de considerar poblaciones de garrapatas
susceptibles para evaluar la potencial virulencia de
hongos entomopatdgenos.

La CLs,se determiné con los datos de mortalidad
obtenidos a los 30 DPT (Tabla 3). De acuerdo con
los intervalos de confianza al 95%, el aislado Mt5 de
M. anisopliae resulté el mds virulento con una CLs
de 1,17 x 105 conidias mL-1, seguido del aislado Mt2
con una CLy, de 2,94 x 10° conidias mL-!, mientras
que el aislado Mtl fue el menos virulento con una CLs,
de 1,23 x 10 conidias mL-!. En evaluaciones in vitro
realizadas por Angel-Sahagiin ef al. (2010) sobre larvas
de R. microplus, estos autores reportan que los aislados
de M. anisopliae més virulentos presentaron una CL,
en un rango de 1,1 x 10 y 9,3 x 105 conidias mL-1.
Estudios in vitro han demostrado la elevada virulenciade
M. anisopliae sobre la garrapata del bovino en diversas
etapas de su ciclo de vida (Angel-Sahagiin et al., 2010;
Quinelato et al., 2012; Ren et al., 2012; Fernandez-Salas
et al., 2017). Por tltimo, se incubaron larvas muertas

Tabla 2. Media de porcentajes de mortalidad de larvas de Rhipicephalus microplus
tratadas con aislados nativos de Metarhizium anisopliae.

Media de mortalidad de Rhipicephalus microplus en larvas (%)°

Aislados DPTa Control
105 100 107 108
10 0,0+0,0a 3,5+ 1,7b 11,3+6,1¢ 543+15,5d 923+135¢
Mtl 20 0,0+0,0a 48+21b 220+119c¢c 79,5+ 19,2d 98,0+29e¢
30 0,0+0,0a 240+35b 26,8+89b 98,5+13¢ 99,5+1,0¢
10 0,0+0,0a 11,0+ 3,6b 283+ 157 ¢ 353+228¢c 89,3+11,5d
Mt2 20 0,0+0,0a 16,8 +13,5b 493+ 18,0c¢c 84,8 +10,8d 96,5+45e
30 0,0+0,0a 26,0+ 12,7b 83,2+ 13,6¢ 100,0 £0,0d 100,0 £0,0d
10 0,0x0,0a 78+42Db 38,5+ 19,1c¢ 583+11,0d 91,5+ 10,7 ¢
Mt5 20 0,0+0,0a 38,5+142b 553+152¢ 82,3+52d 93,8 +12,5d
30 0,0+0,0a 478+19,2b 83,0+ 124c 99,3+0,5d 100,0£0,0 e

2 DPT: Dias postratamiento.
b Concentraciones de conidias mL-!

¢ Medias dentro de la misma fila con la misma letra no difieren estadisticamente P > 0.05 (prueba de Kruskal-Wallis).
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Tabla 3. Concentracién letal media (CL5,) de conidias mL-!
de aislados nativos de Metarhizium anisopliae sobre larvas de
Rhipicephalus microplus a los 30 dias postratamiento (DPT).

Aislados CLs, Intervalos de confianza al 95%
Mtl 1,23 x 100 1,04 x 106 — 1,45 x 100
Mt2 2,94 x 105 2,53x10°-3,42x 105
Mt5 1,17 x 105 8,75 x 10 - 1,56 x 10°

de R. microplus de los grupos tratados a una HR
> 80, lograndose reaislar los aislados de M. anisopliae
inoculados inicialmente, lo que confirma la infeccién
y su desarrollo sobre dichas larvas.

Conclusiones

Este estudio ha permitido identificar aislados
nativos de M. anisopliae mediante caracteristicas

morfolégicas y el andlisis de secuencias de la
region ITS-5.8S del ADN ribosomal. Se demostré
mediante evaluaciones in vitro la alta virulencia de
los aislados Mt5 y Mt2 sobre larvas de R. microplus,
que los sitda como potenciales agentes para ser
empleados en el control biolégico de la garrapata
tropical del bovino R. microplus en fincas ganaderas
de Panama.
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