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RESUMEN
Un asilado de Metarhizium sp.fue segregado mediante dilucién de 104 en medio de
cultivo PDA. Los aislados segregados (19) fueron inoculados en garrapatas vivas e
incubados hasta 14 dias a 27 ° C; en éste caso, y subsecuentes inoculaciones del
hongo sobre las garrapatas, se determinaron: vivas, mortandad, micelio de
Metarhizium sp., y esporulacion sobre la garrapata y patogenicidad; ésta ultima
conformada por la suma de micelio y esporulacién del hongo. Posteriormente, de
los mejores aislados que invadieron a las garrapatas, se resembraron en los medios
de cultivo PDA y Sabourand; de ambos medios, se tomaron esporas para una
segunda inoculacién sobre las garrapatas, evaluando los parametros sefialados. De
la segunda colonizacion de las garrapatas, las mejor colonizadas, se resembraron
en PDA y de aqui, una tercera inoculacién sobre las garrapatas.
La prueba Ji-cuadrada, aplicada para determinar la dependencia de las variables
garrapatas vivas, muertas, micelio y esporulaciéon en todos los casos indicé no
interdependencia entre las variables (P < 0.01). Lo que sugiere que algunas
garrapatas pudiesen morir por Metarhizium sp., antes de que el micelio y/o esporas
se presenten; asi como la capacidad de las garrapatas para sobrevivir
temporalmente aun después de mostrar micelio y/o esporas sobre sus cuerpos.
La patogenicidad de las 19 segregaciones tuvo una media de 3.3 (de un maximo de
5.0), una desviacion estandar (o) 1.15 y con un intervalo de confianza del 99 %
arrojo un valor de 0.39. En la segunda inoculacién de las garrapatas, utilizando el
hongo que provino de PDA (9 asilados) y Sabourand (8 asilados) la media de
patogenicidad fueron de 4.7 y 5.0, respectivamente; en la tercera inoculacion (5
aislados PDA) la media de patogenicidad fue de 4.5. Las medias de patogenicidad
de los aislados provenientes de la primera, segunda (PDA y Sabourand) y tercera
inoculacion fueron distintas, aplicando la prueba de intervalo de confianza con P =
0.01.
Una esporulacion homogénea se obtuvo de los aislados cuyo origen fue las
garrapatas inoculadas y colonizadas por tercera vez; asimismo, la patogenicidad en
éste caso alcanz6 en promedio 4.5 de un maximo de 5; por todo ello, tanto la

esporulacién como la patogenicidad de Metarhizium sp. mejoré durante el proceso



de segregacion, seleccidon e inoculaciones reiteradas del hongo sobre las

garrapatas.

Palabras claves. Control biologico, Rhipicephalus sanguineus, Metarhizium sp.,

patogenicidad, entomopatdgenos.

INDICE GENERAL
FaNe | =T [=Tod 14 a1T=T 01 (01 TP PPPP PP iii



(B I=To [{o7= 1 (0] £ - WP TR TR TP iv

RESUMBIN ... e r et e e e e e e e e e e e e e e e ennnas v
L. INFOTUCCION ..o 1
2. JUSHIFICACION .oeiiiiiiiiiiiiiiie e 4
3. ODJEtiVOS gENETAL.......oiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 5
v @ ][] 1)/ I =TSy =T ox o o T 5
T S (oA TS o] e Lo 1 (T = L (U = 5

5.1. Etapa de vida libre de la garrapata. ............cccovvvevviiiiiiic i, 7
5.2. Etapa de vida parasitaria de la garrapata..........ccccccevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeee 8
5.3. Importancia econdmica de las garrapatas. ........cccceeeeeeeeeeeeeiiiiiinieeeeeeeeennnns 10
5.4, CONIOl QUIMICO. «eeiiieiiiiiiiiiie et e e e 11
5.5. Control inmunoldgico, BIOIOQICO. .........coviiiiiiiiiiecee e 12
5.6.1. Generalidades de los hongos entomopatdgenos ............cccuvvvveeeeeeeennnnns 13
5.6.2. Metarhizium anisopliae como agente control .............ccccoeeeeeeeiieeeeee, 14
5.6.3. Proceso infectivo de los hongos entomopatégenos en los acaros......... 15
5.6.4. Adherencia de la conidia a la cuticula del &acaro ..............cccceeeeeeeeeennn. 15
5.6.5. Germinacion de 10S conidios .........ccoeeeeeeieiiiie 16
5.6.6. Penetracion al tegumento del hospedero..........cccovvvieiiiiiiiiiiiiiiiee e, 16
5.6.7. Crecimiento del hongo en el hemocele ............ccoooo, 17
5.6.8. Produccion de MIiCOIOXINGAS........cceeeieeeieeeeee e 17
5.6.9. MUEITE eI QCAID .....eevvviiiiiiei e e e e e e e e e e eeeeees 18
6. MaterialeS Y MELOUOS .........uuuuiiiie e e e e e eeaanes 18
6.1. Segregacion de Metarhizium SP. .......cooiiiieeiiiiiice e e 19
6.2. Seleccidn, aislamientos, SEgregados .........ccovvvviiuiiiiiieeeee e 20
6.3. Esporulacion del hongo en medio de cultivo ..., 20
7. ANAIISIS €StadiStICO.....ccee i 21
S =21 1 7= T [0 R 22
9. DISCUSION ..o 27

O 0] o od U] o] g 1= SRR 29

B 1 =T = LLH ] = o = o = 30

Y 1= (1 TSP 38

INDICE DE CUADROS

Cuadro 1.- Comportamiento de garrapatas al inocularse con las 19 segregaciones
de MetarRIZIUM SP. ..uu e 24

Vv



Cuadro 2.- Comportamiento de las garrapatas al re-inocularse (2°) con
Metarhizium sp., el medio de cultivo de donde provinieron los asilados fue el

IS T= 1010 11 = o PSR 25
Cuadro 3.- Comportamiento de las garrapatas al re-inocularse (2°) con
Metarhizium sp., el medio de cultivo de donde provinieron los asilados fue el PDA
.............................................................................................................................. 25
Cuadro 4.- Comportamiento de las garrapatas al re-inocularse (3°) con
Metarhizium sp., el medio de cultivo de donde provinieron los asilados fue el PDA

.............................................................................................................................. 26
INDICE DE FIGURAS

Figura 1.- Caracteristicas morfologicas de 10S iXO0didOS ..........ccoeeeiiiiiiiiiiiieniiennnnnnns 7
Figura 2.- Vista ventral de Rhipicephalus sanguineus A; Hembra y B; Macho........ 9
Figura 3.- Vista dorsal de Rhipicephalus sanguineus A; Hembra y B; Macho......... 9
Figura 4.- Mecanismos de accion del hospedador............cccooooeeiiiiiiiiiiiiiee e, 10
Figura 5.- Proceso infectivo de los hongos entomopatdgenos.............cccuvvveeeeennnn. 15
Figura 6.- Garrapata muerta no invadida, invadidas por Metarhizium sp. no

INVAAIAA Y QUN VIVA ...t e et e e e e e e e e e annnbbeeeeeaeens 23
Figura 7.- Esporulacion de los aislados de Metarhizium sp. .......ccccccovviiiiiiiieeennnn. 27

Vi



1. INTRODUCCION

Las garrapatas son ectoparasitos obligados, que se alimenta de sangre de
los vertebrados terrestres, incluyendo reptiles, aves, perros y humanos (Dominguez,
2011), lo que ocurre, al ser atraidaspor el CO2z y el calor corporal que emanan
(Castillo-Martinez et al. 2015). Estos parésitos, son consideradas a nivel mundial
después de los mosquitos como los segundos vectores transmisores de patdgenos,
(Rubio et al.2015), también constituyen una clara y continua amenaza para la salud
humana y animal a través de provocar morbilidad al ganado y fauna silvestre,
pérdida de peso, exsanguinaciény paralisis flacida ascendentes en sus
hospedadores por la inoculacion de neurotoxinas presentes en sus glandulas
salivales (Garcia et al. 2007; Jaworski et al. 2010).

Se clasifican en clase de los aracnidos, en la subclase Acari, orden
Parasitiformes, suborden Ixodida (Estrada-Pefa et al. 2012). Poseen cuatro pares
de patas y un cuerpo globoso, aplanado dorso-ventralmente y no segmentado que
las diferencia de otros aracnidos, cuyo cuerpo esta dividido en dos partes el
cefalotorax y el abdomen (Manzano-Roman et al. 2012). Son relativamente grandes
y de estadios longevos, de alimentacién periodica, teniendo grandes ingestas de
sangre (Rodriguez-Vivas et al. 2012).

Se encuentran distribuidas en diferentes zonas de todo el mundo pero es
principalmente en Centro y Sur América y el Occidente de Africa y prevalecen en
regiones tropicales y subtropicales (Rubio et al. 2015; Martinez-tinajero et al. 2016),
donde generan las mas grandes pérdidas econdmicas, causando la disminucién de
produccion de leche y carne, mortalidad del ganado y el costo elevado de su control

(L6épez et al. 2009). Su distribucibn en México esta relacionado a factores



ambientales como temperatura, humedad relativa, y la cobertura de la vegetacion,
presencia y abundancia de hospederos (Cantu y Garcia, 2013).

En México se han registrado 100 especies de garrapatas que corresponden
a un 11.3%de la diversidad mundial conocida (Pérez et al. 2014), tanto en animales
silvestres como domésticos distribuyéndose en regiones tropicales y subtropicales
(53%), regiones templadas (27%) (Rodriguez-Vivaset al. 2014). Las garrapatas son
vectores importantes para una amplia gama de patdgenos (Cafarchia et al. 2015),
como babesia spp., Theileria spp., bacterias;Rickettsias spp., Ehrlichia spp.,
Anaplasma spp., virus; Nairovirus, Flavivirus, Asfavirus (Ramirez-Barrios et al.
2008; Alekseev, 2010; Rosario et al. 2010; Dominguez, 2011; Rubio et al. 2015),
malaria o paludismo (Qviller et al. 2014).

Estas enfermedades suelen ser el resultado de patrones de transmisidn
compleja, la presencia y abundancia de importante reservorio anfitriones y quizas la
mas importante, la dindmica y el comportamiento de los seres humanos en las
proximidades de los focos de garrapatas (Estrada-Pefia, 2006) y como parasitos,
las garrapatas poseen potencial para provocar toxicosis, paralisis, irritacion y alergia
a sus hospedadores (Debarbora et al. 2011). La necesidad de la investigacion en
modelos nuevos para la eliminaciéon del acaro surge de los problemas asociados
con la resistencia que han adoptado aluso de acaricidas en Australia, y sus
esfuerzos fueron aplicados para modelar algunos patrones de actividad estacional
de Ixodes ricinus en Europa (Estrada-Pefia, 2006).

El control de las garrapatas es mas dificil debido a la presencia de
poblaciones resistentes a todas las principales familias de acaricidas (Fernandez-

Salas et al. 2011). Se ha informado de las poblaciones de R. microplus resistentes



a ivermectina en Brasil y México, también hay informes de poblaciones con diversas
formas de resistencia a varias moléculas quimicas, existe informacion sobre
garrapatas resistentes a organoclorados y organofosforados (Fernandez-Salas et
al. 2011).

Los hongos entomopatégenos se han constituido en grandes
biocontroladores de insectos, 4caros, plaga de cultivo y animales. Utilizando esta
alternativa con el control biolégico haciendo biopreparados a partir de hongos que
son aplicados por medio del bafio en animales de compafiia y al ganado que esta
en pastoreo y estabulado (Beltran et al. 2008; Valverde-Sanchez et al. 2015).

Se han descrito mas de 750 especies de hongos entomopatdgenos y el
aislamiento de nuevas cepas continta. Dentro de los més utilizados a nivel mundial
se encuentran Metarhiziumanisopliae Metsch (33.9%), Beauveria
bassiana (33.9%), Isaria fumosorosea (antes Paecilomyces fumosoroseus) (5.8%)
y Beauveria brongniartii (4.1%) (Téllez-Jurado et al. 2009).

El control bioldgico es una practica en constante crecimiento que busca la
destruccion total o parcial de patégenos, frecuentemente mediante el uso de sus
enemigos naturales, existen numerosos reportes sobre la utilizacion de
microorganismos entomopatdgenos que por su capacidad de producir enfermedad
y/o muerte en acaros, insectos y aracnido, son utilizados como agentes de control
bioldgico (Téllez-Jurado et al. 2009).

Los hongos tiene mecanismos de invasion Unicos que les permiten atravesar
de forma directa la cuticula o la pared del tracto digestivo (Téllez-Jurado et al.2009)
lo que los hace excelentes agentes de control biolégico actuando como acaricidas

de contacto (Charnley y Collins, 2007; Alekseev, 2010).



Los hongos son adecuados para el desarrollo como bioplaguicidas, ya que
es posible implementar su produccion en masa en vitro y para almacenar sus
esporas durante mucho tiempo; por otra parte, sus esporas pueden ser asperjadas
con equipos convencionales (Alekseev, 2010).

Asi, la busqueda de cepas de hongos que matan las garrapatas bajo
condiciones naturales, parece no soOlo relevante sino también prometedora

(Arguedas et al. 2008; Alekseev, 2010).

2. JUSTIFICACION

Se ha establecido que las garrapatas tienen una gran atencién cientifica
sobre todo por su papel como vectores de numerosos agentes patdgenos en la
Comarca Lagunera. La mayoria de las investigaciones en el mundo se centran
principalmente en temas microbiolégicos seguido de los clinicos relacionados con
estos patdgenos y los métodos quimicos para el control de poblaciones de
garrapatas. El desarrollo de hongos entomopatégenos para el control de plagas
tiene un progreso en los ultimos afios, el empleo de estos agentes de control
biolégico presenta ventajas, como son; seguridad para la salud humana y fauna,
reduccion de residuos de insecticidas en los alimentos, lagos y manantiales
causando impacto negativo en las especies acudticas. En esta investigacion el
desarrollo de la tecnologia para la produccion de estos hongos entomopatdégenos
se realiza con la finalidad de utilizar alternativas al uso exclusivo de insecticidas

quimicos.



Sin embargo, para alcanzar un posible control de las garrapatas habra que
evaluar y adaptar aislamientos de hongos nativos de La Laguna como

entomopatdgenos, por ello, el propdsito de este trabajo.

3. OBJETIVO GENERAL.
Determinar si al segregar distintos aislados de Metarhizium sp. por medio de
inoculaciones reiteradas sobre Rhipicephalus sanguineus la patogenicidad del

hongo se incrementa sobre el acaro.

4. OBJETIVO ESPECIFICO

Valorar la patogenicidad inicial de distintos aislados segregados de
Metarhizium sp. sobreR.sanguineus.

Una vez, seleccionado los mejores aislados (segregaciones), determinar Si
subsecuentes re-inoculaciones incrementan la patogenicidad de Metarhizium sp.
sobreR. sanguineus.

Determinar si es posible hacer consistente la produccion de esporas
Metarhizium sp.en alguno de los medios de cultivo PDA o Sabourand, después de

segregar al hongo y subsecuentemente re-inoculaciones.

5. REVISION DE LITERATURA
La garrapataRhipicephalus sanguineuses de origen africano y a partir de
1844 se inician registros de las especies de garrapatas que forman su gran
diversidad (Pérez et al. 2014), es la especie de garrapata mas cosmopolita en

caninos resultado de su dispersion por las migraciones humanas que han



transportado al hospedador principal (Cortés, 2010; Debarbora et al. 2011),es
también conocida como la garrapata marron del perro ya que es el mads comun
ectoparasito y ocasionalmente parasita a otro huésped incluyendo al humano
(Rubio et al. 2015). Y cuyo entorno urbano, suburbano y rural, estan bien adaptadas
(Debarbora et al. 2011). Las garrapatas son consideradas a nivel mundial después
de los mosquitos como los segundos vectores transmisores de patdgenos (Arrieta
et al. 2013; Rubio et al. 2015). En América se encuentra desde Canada hasta
Argentina, entre los 50° Norte y 35° Sur, en México esta presente en diversas
regiones, en altitudes que van desde el nivel de mar hasta los 1500 msnm (Morales-
Soto y Cruz-Vazquez. 1998; Ramirez-Barrios et al. 2008). Las garrapatas tienen
cabeza y térax fusionados, cuatro pares de patas en adultos y tres pares en larvas,
todas compuestas por coxa, trocanter, fémur, tibia, protarso y tarso que terminan en
dos ufas y una pieza intermedia que actia como 6rgano de adherencia (Faccioli,
2011), los estadios ontolégicos advierten huevo, larva, ninfa y adulto, en la cual la
base del gnatosoma esta compuesta por el hipostoma (fijarse) y los palpos (érganos
tactiles), presenta forma hexagonal con angulos agudos en las hembras,
tonalidades de color café oscuro en el escudo y café claro en el resto del cuerpo,
ojos ligeramente convexos, coxa | bifurcada con espolon, 11 festones visibles en
machos, abertura genital y anal en forma de herradura (U) en la parte posterior (%),
area espiracular con sedas escasas, placas accesorias alargadas (J) y placas
adanales trapezoidales (J) (Castillo-Martinez et al. 2015). La cara dorsal de R.
sanguineus en el escudo que es una capa de quitina, lisa o con dibujos, se
encuentran surcos mas o menos marcados, que delimitan celdas o festones

marginales (Faccioli, 2011). En la secrecion oral se han identificado componentes



como: aminas vasoactivas (histamina y analogos), anestésicos, anticoagulantes,
hemolisinas, hemoaglutininas, toxinas, enzimas: descarboxilasas compuesto que
puede actuar sobre péptidos del huésped y generar aminas vasoactivas;
hialuronidasa que opera como un agente de difusion por medio de la degradacion
del &cido hialuronico de la matriz intercelular, compuestos necrotizantes,

prostaglandinas y materiales de peso molecular bajo (Bautista, 1987).

Vista ' Vista
Dorsal Ventral

1.- Hipostoma 7.- Areas porosas 13.- Peritrema 19.- Tibia

2.- Dientes 8.- Escudo 14.- Orificio anal 20.- Pretarso
3.- Queliceros 9.- Ocelos 156.- Orificio genital 21.- Tarso

4.- Pedipalpos 10.- Proceso caudal 16.- Coxas 22.- ldiosoma
5.- Prosoma 11.- Placas adanales 17.- Trocanter 23.- Festones
6.- Gnatosoma 12.- Placas accesorias 18.- Femur 24.- Mamelones

Figura 1.Caracteristicas morfolégicas de los ixodidos, figura tomada de bautista, 1987.

5.1. ETAPA DE VIDA LIBRE DE LA GARRAPATA
Las garrapatas pueden vivir entre dos y seis afos, pasando entre el 95% y
98% de sus vidas fuera de su huésped (Alvarez-Hernandez et al. 2015),
desarrollando la fase no parasitaria de su ciclo en viviendas y edificios habitados
por perros se le considera una especie intradomiciliaria (Ramirez-Barrios et al.

2008), lo que minimiza la influencia de las condiciones ambientales externas sobre



el desarrollo de cada estadio (Debarbora et al. 2011). Esta especie se considera
Ixddido y posee una gran capacidad de desplazamiento, lo que es indicativo de la
diversidad y abundancia de microhabitats donde se puede albergar con frecuencia,
penetrando en pequefios huecos, grietas y capas de pintura deteriorada en paredes
y superficies de cemento (Garcia et al. 2007). Las garrapatas hembras ponen los
huevecillos en &reas de vegetacion abundante y alta, la eclosién del huevo depende
de las condiciones medioambientales, después se libera una larva con tres pares
de patas y esta se mueve en busca de su hospedador.La vista ventral y dorsal de
macho y hembra de Rhipicephalus sanguineusse esquematizan en las figuras 2 y

3, respectivamente.

5.2. ETAPA DE VIDA PARASITARIA

Las garrapatas no saltan, ni vuelan, ni se dejan caer de los arboles, ellas trepan
sobre los animales desde sus patas hasta las orejas, cuello y zona perianal, lugares
donde la piel es mas delgada lo que facilita su alimentacion e impide que su
hospedante se deshagan de estos parasitos (Manzano-Roman et al. 2012). Tras
subir al hospedante y localizar el lugar adecuado para fijarse, perforan la piel con el
extremo distal, dentado, de sus queliceros a la vez que introduce el hipostoma en
la misma, sirviendo como primer anclaje, durante el proceso los pedipalpos que son
organos sensoriales, se retiran hacia los lados quedando fuera de la piel. Estos
acaros, segregan un cono de cemento alrededor de las piezas bucales obteniendo
asi su anclaje definitivo, el cemento es rico en proteinas, lipidos, lipoproteinas, y
carbohidratos, que provocan dermatosis (Manzano-Roman et al. 2012). Los
gueliceros y el hipostoma desgarran los vasos capilares provocan una hemorragia,
la garrapata inocula saliva, cuyas moléculas liticas cooperan con la respuesta
inflamatoria e inmunitaria del hospedador para formar un pequefio absceso o

cavidad en el cual succionan la sangre y los exudados tisulares (Manzano-Roman



et al. 2012). La ingestion de sangre es un proceso lento que lleva entre dos y seis
horas (Alvarez-Hernandez et al. 2015).

Figura 2. Vista ventral de Rhipicephalus sanguineus A; Hembra y B; Macho, foto tomada por
Faccioli, 2011.

Figura 3.Vista dorsal de Rhipicephalus sanguineus A; Hembra y B; Macho, foto tomada por
Faccioli, 2011.
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Figura 4.Mecanismos de accion del hospedador, foto tomada de Bautista, 1987.

5.3. IMPORTANCIA ECONOMICA DE LAS GARRAPATAS

Entre los efectos mas importantes que producen las garrapatas a los
animales domésticos y silvestres, se encuentra la disminucién en el consumo de
alimento, pérdida de peso, anemias producidas por pérdida de sangre, irritacion por
picaduras, depreciacion de las pieles afectadas por picadura, un alto costo asociado
al control, y tratamiento de las enfermedades que transmiten (Rodriguez-Alcocer et
al. 2014), pueden transmitir diversos agentes patdogenos como virus, bacterias,
rickettsias y protozoos. Esto puede conducir a enfermedades agudas, crénicas o
incluso, a la muerte de los animales, ademas reporta alteraciones en varios

metabolitos entre los que se encontraban la hemoglobina, glébulos blancos,
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colesterol, albumina, globulina, amilasa, fosfatasa alcalina y también es posible que

secreten compuestos hepatotoxicos (Ojeda-Chi et al. 2011).

5.4. CONTROL QUIMICO

Los problemas relacionados a las garrapatas han creado una creciente
demanda de métodos de control y combate de las infestaciones, en México y en
otras partes del mundo se ha realizado estrategias mediante el uso diferentes
familias quimicas, pero han sido parcialmente exitosas ya que los costos elevados
de los tratamientos, precio de mano de obra y los serios problemas con la
contaminacion de productos y subproductos debido a su toxicidad causando efectos
adversos sobre la salud humana (Miller et al. 2006; Gonzalez-Saenz, 2009; Rosario
et al. 2010) y animal, asi como, para el medio ambiente representa un problema de
contaminacion quimica del aire, suelo, agua, flora y fauna silvestre; ya que no solo
se trata de eliminar la garrapata del animal si no del medio que rodea a estos
(Argueta, 2011).

Los acaricidas mas empleados en México son: organofosforados (OF),
piretroides sintéticos (PS) y amitraz (Am) (Alonso-Diaz et al. 2006). Las lactonas
macrociclicas (LM) son endectocidas que también controlan las infestaciones por
garrapatas y han sido usadas en los ultimos afios en México (Rodriguez-Vivas et al.

2014).

5.5. CONTROL INMUNOLOGICO, BIOLOGICO
Se hanevaluado y desarrollado alternativas de control incluyendo practicas

de manejo de los animales, seleccion de razas de bovinos resistentes a las
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garrapatas, uso de extractos de plantas, manejo de pastizales, vacunaciéon (anti
garrapatas), y control biolégico (hongos entomopatdégenos). (Rodriguez-Vivas et al.
2014). Otra es a través de inmunogenos recombinantes notificados por primera vez
en Australia aislados del intestino de la garrapata y recombinados con Escherichia
coli y posteriormente en Cuba emplearon la misma tecnologia pero con una
levadura (Pichia pastori) y se desarrollé el inmunogeno Herber Biogar (Botello et al.
2011).

En México existen varios métodos no quimicos que se han empleado con
éxito para el control de garrapatas (el uso de razas bovinas resistentes a garrapatas,
rotacion y descanso de praderas, control biolodgico y vacunas). Sin embargo, el
método mas promisorio para reducir las poblaciones de garrapatas, es el uso de
hongos entomopatdgenos, este control consiste en aplicar sisteméaticamente
hongos entomopatdgenos como es Metarhizium anisopliae, que no afecten a la
especie hospedadora, disminuyendo asi el nUmero de aplicaciones de productos
quimicos y reduciendo los riesgos sobre la salud humana, animal y ambiental (Bram,
1994; Willadsen, 2006; Rodriguez-Viva et al. 2014). EI manejo integral de
garrapatas consiste en la apropiada combinacion de al menos dos herramientas de
control con el objetivo de para romper el equilibrio de poblaciones (Rodriguez-Vivas

et al. 2014; Moncada et al. 2015).

5.6.1. GENERALIDADES DE LOS HONGOS ENTOMOPATOGENOS
El termino entomopatdégeno se ha definido por varios autores de distinta

manera, algunos lo definen como aquellos microorganismos bacterias, hongos,
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virus, y nematodos que son capaces de atacar acaros, insectos y artrépodos (Garcia
et al. 2008), la aparicion natural de entomopatdgenos es considerado como un
importante factor en la regulacién de poblaciones artropodos, los hongos son un
grupo de microorganismos filogenéticamente diversos, heterotréficos, eucariontes,
unicelulares o hifales (filamentoso), que presentan reproduccion por esporas
sexuales, asexuales o ambas, (Albuquerque y Albuquerque, 2009). Los hongos
entomopatdgenos se encuentran en la division Eumycota y en las subdivisiones
Zygomycotina, Ascomycotina, Basidiomycotina, Deuteromycotina, (Garcia et al.
2008), asimismo, son un amplio grupo de micro-organismos que proveen multiples
servicios a los sistemas agroecoldgicos, causando epizootias sobre insectos que
reducen significativamente sus poblaciones, tienen un gran potencial como agentes
controladores, constituyendo un grupo con mas de 750 especies, diseminados en
el medio ambiente y provocando infecciones fungosas a poblaciones de artropodos
(Motta-Delgado y Murcia-Ordofiez, 2011), con una alta capacidad de esporulacion
y sobrevivencia (Garcia et al. 2008). M. anisopliae hongo anamorfo que parasita a
insectos y acaros, fue aislado por primera vez en 1879 del escarabajo Anisoplia
austriaca Herbst por Metchnikoff, quien sugiere su uso por primera vez como agente
microbiano para el control de insectos (Ojeda-Chi et al. 2011). Petch en 1925 define
como hongo entomopatégeno el que tiene la capacidad de invadir y matar sus
huéspedes artropodos (Evans, 1993). Los hongos entomopatégenos son efectivos
contra las plagas, no contaminan al medio ambiente, no destruyen insectos
benéficos, no son toxicos para los humanos, no desarrollan resistencia y no dejan

residuos en los alimentos (Bazan, 2002; Garcia et al. 2008).
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5.6.2. Metarhizium anisopliae COMO AGENTE CONTROL

Metarhizium anisopliae es un hongo entomopatégeno conocido comunmente
como Muscardina verde, ya que es el agente causal de dicha enfermedad
(Valverde-Sanchez et al. 2015), ha sido un modelo de estudio del control biologico,
caracterizado por presentar conidiéforos que forman una capa de esporas, las
fialides pueden ser solas, en pares 0 en manojos, los conidios se producen en
cadena de basipetalos compactados en columnas, son ovoides o cilindricos,
pueden ser hialinos o ligeramente pigmentados de verde olivo con un tamafio de 7-
9 um de largo y 4.5-5 um de ancho (Acosta, 2006). El hongo es meséfilo con una
temperatura 6ptima para germinacion y crecimiento de 25 a 30°C, una maxima de
32 a 35°C, y una minima de 10 a 12°C, la mayoria de los hongos que son patégenos
tienen un impacto ambiental insignificante,la importancia del uso de tratamientos
alternativos como el control biolégico el cual se puede realizar con Metarhizium
anisopliae,esta especie de hongos es patdgeno para diferentes especies de
garrapatas incluyendo a Ixodes scapularis, Rhipicephalus sanguineus, Amblyomma
variegatum, Boophilus microplus y Boophilus annulatus (Fernandez-Ruvalcaba,
2005). El género Metarhizium se han reportado siete especies; M.anisopliae
(Metschn) Sorokin, M. flavoviride (Gams y Rozypal), M. album (Petch), M.
pingshaeme (Chem y Giro), M. guizhousense(Chem y Giro), M. taii (Liang y Liu)
(Acosta, 2006).

5.6.3. PROCESO INFECTIVO DE LOS HONGOS ENTOMOPATOGENOS
EN LOS ACAROS

Los hongos son los Unicos patdgenos de acaros que invaden al hospedante

a traves del tegumento (Albuquerque y Albuquerque, 2009; Garcia et al. 2008), por
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medio de un proceso mecénico enzimatico, que permite la entrada del hongo al
insecto se produce a través de aberturas naturales (boca, espiraculo y ano) (France
et al. 2000). Para ello presenta varias fases de desarrollo durante la micosis. El

proceso infectivo hongo-acaro se esquematiza en la figura 5.

Epicuticula Apresorio

T e — _.——/" = ——
= e e e
Epidermis N\ e —— ——

—_— ) \—
‘ |
1@\ ( @ }— Blastoesporas

Hemolinfa

Foto 5. Proceso infectivo de los hongos entomopatdégenos tomada de Thomas y Read, 2007.

5.6.4. ADHERENCIA DE LOS CONIDIOS A LA CUTICULA DEL ACARO

El proceso se inicia cuando la espora o conidio se adhiere a la cuticula de la
garrapata y consiste en la unién del propagulo fungico a la cuticula del hospedante,
dicha union implica mecanismos no especificos de adhesion controlados por las
propiedades hidrofébicas de la pared celular del conidio, las propiedades
hidrofébicas se deben a la presencia de proteinas en la pared celular llamadas

hidrofobinas (France et al. 2000; Garcia, 2012).

5.6.5. GERMINACION DE LOS CONIDIOS
La germinacion ocurre cuando la conidia encuentra condiciones favorables
de humedad, temperatura y requerimientos nutricionales en la cuticula pudiendo

producir estructuras de penetracion como tubos germinativos. Por otro lado los
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lipidos epicuticulares de los insectos pueden ser importantes para la unién del
hongo con la cuticula del hospedero, se indican dos posibles papeles para los
lipidos epicuticulares de los insectos en su relacion con los hongos
entomopatdgenos: el primero seria hacer poco accesibles las fuentes de energia
para la germinacion de las conidias y el segundo podria ser una actividad especifica

antifngica que podria inhibir el crecimiento de las hifas (Lecuona, 1997).

5.6.6. PENETRACION AL TEGUMENTO DEL HOSPEDERO

La penetracion del hongo a través de la cuticula del hospedero implica de dos
procesos principalmente, el fisico el cual hacen presion las hifas que rompen las
areas membranosas 0 poco esclerosas, y el otro proceso es el quimico resultante
de la secreciébn de enzimas: proteasas, lipasas, y quinasas, que facilitan la
descomposicion del tegumento (Albuquerque y Albuquerque, 2009; Garcia et al.
2008) se ha demostrado que la proteasa es el factor clave en la penetracion de la
cuticula del acaro por el hongo, ya que esta formada por un 70% de proteina lo que
explica que sean tan importantes estas enzimas (Borges et al. 2010). Las otras
areas mas comunes de penetracién son la abertura bucal, ano, regiones inter-

segmeéntales y tarso.

5.6.7. CRECIMIENTO DEL HONGO EN EL HEMOCELE
Después de la penetracion la hifa se ensancha y ramifica ocurriendo la
multiplicacion del hongo en el hemocele del acaro por medio de cuerpos hifales,
llamadas blastosporas que son estructuras uni y multicelulares que pierden la pared

celular pero tienen una delgada capa fibrilar en la membrana plasmatica (Garcia et
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al. 2008). A su vez el acaro puede responder a la infeccidn a traves de mecanismos
humorales (fenol-oxidasas, lectina, proteinas, proteinas y péptidos de defensa),
celulares (fagocitosis, encapsulacién) o ambas. El crecimiento vegetativo en el
hemocele del insecto permite al hongo entomopatdgeno incrementar la superficie
fungica en contacto con los nutrientes del medio y la dispersion por el sistema
circulatorio del acaro. La duracion del periodo de incubacién varia entre las
especies, sin embargo, el desarrollo de la enfermedad durante la etapa vegetativa

es tipicamente dependiente de la temperatura.

5.6.8. PRODUCCION DE MICOTOXINAS

Los hongos entomopatdgenos tienen la capacidad de sintetizar toxinas que
son biocidas sobre los &caros, utilizadas en el ciclo de relaciones patégenos-
hospedante, pueden ser macromoléculas proteicas o moléculas de tamafio medio
a pequeio con bajo peso molecular (Albuquerque y Albuquerque, 2009), entre estas
se ha encontrado dextruxinas, demetildestruxinas, protodextruxina, acido oxalico,
las cuales son sustancias de baja toxicidad en humanos, pero de mucha actividad
toxica sobre los insectos, acaros y nematodos (Monzén, 2001), no necesitan
requerimientos especiales para su empleo (Borges et al. 2010). El efecto de las
toxinas en la hemolinfa de los acaros es la reduccion del movimiento de los
componentes de la hemolinfa, o que impide la rapida formacion de los granulocitos

permitiendo la multiplicacién del hongo dentro de este (Acosta, 2006).

5.6.9. MUERTE DEL ACARO
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Puede resultar de una combinacién de factores como agotamiento de
nutrientes, obstruccién fisica de la circulacién de la hemolinfa (Garcia, 2012),
invasion de érganos y una toxicosis, los acaros muertos por Metarhizium anisopliae
son cubiertos completamente por micelio que continua creciendo saprofiticamente
e invade todos los tejidos y 6rganos, el cual inicialmente es de color blanco pero se
torna verde cuando el hongo esporula (Monzoén, 2001). Una vez que las hifas
atraviesan el tegumento, pueden o0 no permanecer en fase vegetativa o inician el
proceso de esporulacion en un periodo de 24 a 48 horas dependiendo la humedad
relativa y su dispersion, la diseminacion depende de la accion del viento, agua,
hombre u otro organismo que sirva como transporte o diseminador (Albuquerque y
Albuquerque, 2009). Al ser una enfermedad progresiva, el nimero de células en del
hemocele disminuye, cuando el hongo muestra un incremento, se producen
cambios en la composicion del hemocele pasando de pH acido a cercano a la
neutralidad, presentandose con mayor viscosidad y los aminoacidos desaparecen

(Acosta, 2006).

6. MATERIALES Y METODOS
La colecta de garrapatas se realizara en las colonias del municipio de Torredn
Coahuila México, éste se encuentra localizado en la regién semidesértica del norte
de México a una altura entre 1120 msnm, entre los paralelos 25° 42’ y 24° 48’ N y
los meridianos 103° 31’ y 102° 58 O, esta zona presenta un clima muy seco
semicalido 89% y seco templado 11%, con un rango de precipitacion de 100-400
mm, con temperatura entre 14- 22°C (INEGI, 2009). De los caninos infestados

naturalmente, se obtuvieronlas garrapatas de genero R.sanguineus, luego se
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trasladara al laboratorio del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias (INIFAP) de Matamoros Coahuila, en viales para su

identificacionuso posterior.

6.1. SEGREGACION DE Metarhizium sp.

Partiendo de un aislado de Metarhizium sp., el cual habia tenido una
inconsistente esporulacion en medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA), se
resembro por estrias en medio de cultivo (PDA) para obtener un cultivo madre. El
medio PDA se prepard al utilizar una infusion de trocitos de papa 200 gramos,
Dextrosa 20 gramos y agar bacteriol6gico 15 gramos, todas las cantidades son para
1 litro. Todos los medios de cultivo (500 ml) se prepararan en matraces Erlenmeyer
de 1 L, los cuales se esterilizaran a 15 psi por 15 minutos. Posteriormente, bajo
condiciones de asepsia se vaciaran en cajas Petri previamente esterilizadas, en
autoclave a 15 psi por 60 minutos.

A continuacion, se inocularoncinco garrapatas vivasal ponerlas en contactoen
medio de cultivo donde el hongo ya habia esporulado (cultivo de 14 dias). Después
de dos semanas de inoculadas las garrapatas con Metarhizium sp., se formaron
esporas del hongo. Con un asa de siembra microbioldgica, se recolectaron las
esporas formadas encima de las garrapatas y se depositaron en un tubo de ensayo
que contenian 10 ml de agua destilada estéril. De ésta primera dilucion, se
realizaron subsecuentes diluciones al tomar 1 ml y pasarlo a tubos de ensayoque
contenian 9 ml de agua destilada estéril; la dilucién final fue de 104, de la cual se
tomdé 1 ml y se sembro en el medio PDA. (Gomez y Mendoza, 2004). Las placas

con PDA en donde aparecieron colonias individuales de Metarhizium sp., se
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consideraron como asilados segregados distintos, en total fueron 19.
Posteriormente, de cada aislado (19) se re-inocularon nuevas garrapatas. Para ello,
se usaron cajas Petri que contenia cinco garrapatas vivas por aislado y un algodén
estéril humedecido con agua destilada estéril. Por cada aislado, se realizaron tres
cajas Petri con garrapatas, las que se incubaron hasta por 14 dias a 27 ° C, de las
garrapatas inoculadas con el hongo se evalué micelio presente, esporulaciony
mortandad de los acaros. La patogenicidad de los aislados se conformé al sumar la
presencia del micelio de Metarhizium sp. mas su esporulacion sobre las garrapatas.

Como testigo, se dejaron cinco garrapatas sin inocular.

6.2. SELECCION,AISLAMIENTOS, SEGREGADOS

Una segunda re-inoculacién del hongo se realizé al tomar esporas de las
garrapatas y sembrarlas en los medios PDA y Sabourand (Dextrosa, 40 g; Peptona,
10 g; Extracto de levadura, 10 g; Extracto de maltal0O g; Agar Bacteriolégico, 15 g.
todo por cada litro de agua destilada). Las cajas inoculadas con los hongos se
incubaron por 20 dias a 27 ° C. Aqui, solo se evalué cualitativamente la esporulacion
en ambos medios de cultivo. De las cajas de PDA y Sabourand donde se observé
mejor esporulacién del hongo, se usaron para re-inocular nuevas garrapatas (cinco
por cada caja Petri) de la manera descrita. Aqui, se evaluaron micelio presente,
esporulacion, mortandad y patogenicidad en los acaros de la manera sefalada.

Una tercera re-inoculacion del hongo (sobre las garrapatas) al medio PDA 'y

de éste a las garrapatas se efectud, de manera sefialada anteriormente.

6.3. ESPORULACION DEL HONGO EN MEDIO DE CULTIVO
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Al inicio del trabajo, el aislado original esporula escasamente en PDA y lo
hacia de manera tardiamente en medio Sabourand. Inmediatamente después de la
produccion de esporas sobre el acaro, esporas del hongo se transferian a medio
PDA y/o Sabourand para determinar cualitativamente su esporulacién. La escala
arbitraria utilizada para la esporulacion fue visual, en donde +, ++, +++ y ++++ indica
25, 50, 75y 100 % de esporulacién en la placa, respectivamente en ambos medios
PDA o Sabourand.

7. ANALISIS ESTADISTICO

Las medias de las variables: acaros vivos, muertos, con micelio u esporas y
patogenicidad se obtuvieron para cada ensayo en donde se inocularon las
garrapatas con Metarhizium sp. La prueba ji-cuadrada se aplicé para determinar la
posible relacion entre las variables aludidas con un nivel de significancia de P = 0.05
(Olivares, 2012). Intervalos de confianza (99 %) se obtuvo para la patogenicidad de

los acaros segregados (19 aislados x 3 repeticiones n=57), utilizando la férmula:

_ o _ a
(m - z&jz—n!'m + za{'Z—)

N

T “a; O y™ representan la media, valor critico de tabla de Z, desviacion

estdndar y tamafio de muestra, respectivamente. La hipdtesis de que la
patogenicidad de los asilados seleccionados pudiese incrementarse con respecto a
los 19 aislados iniciales fue evaluada al implementar el intervalo de confianza de
ésta poblacién y contrastarlo con las medias de las inoculaciones segundas y
tercera.

8. RESULTADOS
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En la tabla 1 se observa el comportamiento de las garrapatas al inocularse
con las 19 segregaciones del hongo. Al aplicarse la prueba ji-cuadrada, el analisis
mostro que no hubo una relacion entre las variables cualitativas de la investigacion
como fueron garrapatas vivas, muertas, con presencia de micelio y presencia de
esporas del hongo sobre el acaro, siendo independientes y se encontré que no hubo
diferencia significativa con la probabilidad P = 0.05. Interpretando lo anterior, que la
muerte de la garrapata se obtuvo con presencia o no de micelio, en algunas se
encontrdé esporulacion o no del hongo y algunas garrapatas sobrevivieron aun

después de ser invadidas Figura 6.

Figura 6. Garrapata muerta no invadida (izquierda); invadidas por Metarhizium sp.; (centro); no
invadida y aun viva (derecha).
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Los resultados expresados como Medias de las garrapatas vivas, muertas,
invadidas por el micelio y esporulacién del hongo mas patogenicidad se todos los
ensayos se muestran en las Tablas 1 a 4. La patogenicidad del primer ensayo,
donde el hongo fue segregado y seleccionados 19 aislados (Cuadro 1) fue de 0.39
con un intervalo de confianza del 99 %, por tanto su media de patogenicidad oscilé
de 2.96 (3.30-0.39) a 3.74 (3.30+0.39).

Los Medias de patogenicidad de los subsecuentes ensayos fueron 5.00 para
la segunda inoculacion de los acaros y esporas provenientes del medio Sabourand
(Cuadro 2); 4.7 para la segunda inoculacion de los 4caros y esporas provenientes
del PDA (Cuadro 3); y 4.5 para la tercera inoculacion de los &caros y esporas
provenientes del PDA (Cuadro 4). Consecuentemente, las medias de patogenicidad
entre los 19 aislados originales y los seleccionados en la segunda y tercera
inoculacién son distintos, segun el intervalo de confianza obtenido para los asilados
iniciales (media 3.30 £ 0.39, P = 99 %).

Cuadro 1. Comportamiento de las garrapatas al inocularse con las 19
segregaciones de Metarhizium sp.

£Media de

Numero de . . L -

segregacion Vivas Muertas Micelio Esporulacion Patogenicidad
1 1.0 4.0 2.0 3.0 5.0
2 0.3 4.7 3.3 0.0 3.3
3 0.0 5.0 2.0 1.0 3.0
4 0.0 5.0 1.7 1.3 3.0
5 0.0 5.0 2.0 3.0 5.0
6 0.7 4.0 0.3 2.0 2.3
7 0.3 4.7 2.3 0.7 3.0
8 1.3 3.7 2.7 1.3 4.0



9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19

Media del total

0.0
0.0
0.0
0.0
0.7
0.7
0.0
0.7
0.7
0.0
0.0
0.3

5.0
5.0
5.0
5.0
4.3
4.3
5.0
4.3
4.3
5.0
5.0
4.6

2.7
1.7
1.0
2.3
3.0
2.0
1.7
1.7
0.7
1.3
2.0
1.9

2.0
2.3
1.0
2.0
1.0
2.0
0.3
13
0.0
1.0
2.0
14

24

4.7
4.0
2.0
4.3
4.0
4.0
2.0
3.0
0.7
2.3
4.0
3.3

£Media obtenida de tres repeticiones con cinco garrapatas por repeticién.

Cuadro 2. Comportamiento de las garrapatas al re-inocularse (2°) con
Metarhizium sp., el medio de cultivo de donde provinieron los aislados fue el SAB

£Media de
Numero de . o B -
segregacion Vivas Muertas Micelio Esporulacion Patogenicidad
1 0 5 2 3 5
4 1 4 4 1 5
5 1 4 3 2 5
6 0 5 3 2 5
8 0 5 3 2 5
12 0 5 3 2 5
14 0 5 4 1 5
Media del total 0.3 4.7 3.1 1.9 5.0

£ Media obtenida de tres repeticiones con cinco garrapatas por repeticion.

Cuadro 3. Comportamiento de las garrapatas al re-inocularse (2°) con
Metarhizium sp., el medio de cultivo de donde provinieron los aislados fue el PDA

£Media de
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s':;rrr:az:cidéi Vivas Muertas Micelio Esporulacion Patogenicidad
1 0 5 2 3 5
5 0 5 3 2 5
6 0 5 3 2 5
8 0 5 5 0 5
10 0 5 3 2 5
12 0 5 3 1 4
13 0 5 1 3 4
14 1 4 1 3 4
15 0 5 1 4 5

Media del total 0.1 49 24 2.2 4.7

£Media obtenida de tres repeticiones con cinco garrapatas por repeticién.

Cuadro4. Comportamiento de las garrapatas al re-inocularse (3°) con Metarhizium
sp., el medio de cultivo de donde provinieron los aislados fue el PDA

£Media de
Numero de . . - -
segregacion Vivas Muertas Micelio Esporulacion Patogenicidad
1 1.0 4.0 2.0 3.0 5.0
6 0.7 4.0 3.0 2.0 5.0
10 0.3 4.7 1.5 25 4.0
13 0.7 4.3 3.0 1.0 4.0
15 0.0 5.0 1.0 35 4.5
Media 0.5 4.4 2.1 24 4.5

£ Media obtenida de tres repeticiones con cinco garrapatas por repeticion.

Los aislados seleccionados por su esporulacion fueron el 1, 6, 10, 13 y 15,

todos alcanzaron por lo menos una patogenicidad de 4 a partir de la segunda re-
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inoculacién y un 75 % de esporulacion. Una muestra de la esporulacion alcanzada

por los aislados mencionados e plasma en la Figura 7.

Figura 7. Esporulaciéon de los aislados de Metarhizium sp. Superior izquierda, aislados 6 y 1
esporulado en PDA (+++ 0 75 %). Inferior izquierda, aislados 6 y 1 esporulado en Sabourand (+++ 0
75 %). Superior derecha, aislado original esporulado ++ 0 50 % en PDA. Inferior derecha, aislamiento
original sin esporular todavia.

9. DISCUSION
El hongo M. anisopliaees una gente promisorio para el control biolégico de
garrapatas (Charnley y Collins, 2007; Alekseev, 2010), en condiciones de
laboratorio M.anisopliae ha demostrado ser eficaz para el control de Rhipicephalus
sanguineus(Ojeda-Chi et al 2011). La presencia de micelio en los grupos de
garrapatas tratadas, indica que M. anisopliae fue la causa de mortalidad
(Fernandez-Ruvalcaba et al. 2005). Los acaros que no murieron durante los 14 dias

de inoculacién,se dejaron mas tiempo para tratar de observar esporulacion.La
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causa principal es la existencia de organismos resistentes que pueden sobrevivir
por mas dias a la infeccion fungica o viceversa otros pueden morir a una posible
infeccion del hemocele con microorganismos oportunistas, por ello no se
encontrérelacion de garrapatas vivas, muertas, con micelio y esporulaciéon, porque
es un evento biolégico en el cual el parasitismo del hongo entomopatégeno no es
siempre lineal de parasitismo-muerte.Los &caros como cualquier insecto pueden
tener ciertas diferencias de microorganismos que habitan de manera normal en ellos
0 gue se encuentran como portadores,como citan algunos autores; babesia spp.,
Theileria spp., bacterias;Rickettsias spp., Ehrlichia spp., Anaplasma spp., virus;
Nairovirus, Flavivirus, Asfavirus (Ramirez-Barrios et al. 2008; Alekseev, 2010;
Rosario et al. 2010; Dominguez, 2011; Rubio et al. 2015), malaria o paludismo
(Quviller et al. 2014).Un estudio hecho por Acosta en 2006, menciona que existen
proteinas (péptidos) que son segregados por las garrapatas para inhibir el desarrollo
de M. anisopliae,con ello explica el por qué no se desarrolla micelio ni esporulaciéon
en algunos acaros.

La esporulacién se incrementa debido a que el hongo se revitaliza conforme
se re-inocula en organismos vivos (acaros), ya que obtiene diferentes nutrientes a
losque se le pudieran proporcionar en medios artificiales, la obtencion de los
mejores segregados esporulados durante el trabajo, propicio al aumento de la
esporulaciéon en PDA.

Aunque no muestro datos sobre el crecimiento de hongos oportunistas como
ocurrid en este trabajo de investigacion, el micelio de otro hongo aparecio en

algunos acaros, una especie Aspergillus spp. ya que puede ser un habitante normal
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u oportunista. Lo que se sugiere es hacer un trabajo de investigaciéon sobre
microorganismos oportunistas en los acaros.

Y realizar otro trabajo que pueda evaluar la diseminacién de esporas del
hongo en suelos donde se tenga la presencia de acaros en la Comarca Lagunera.

10.CONCLUSIONES

Haciendo segregaciones y re-inoculaciones reiteradas del hongo
entomopatdégeno Metarhizium sp. en las garrapatas Rhipicephalus sanguineus,
incremento la patogenicidad hacia el acaro.

El presente trabajo permite concluir que las segregaciones constantes del
hongo con el acaro aumenta notablemente la actividad patogénica sobre la
garrapata Rhipicephalus sanguineus.

La esporulaciéon de Metarhiziumsp.en agar PDA, incremento notablemente la
esporulacion después de haber hecho las diferentes segregaciones y someterlo en

contacto con los acaros.
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12. ANEXOS.



Preparacién de los agares en las cajas de Petri.

Crecimiento de colonias 6 dias después de haberse sembrado.
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Garrapatas inoculas ambas con presencia de micelio.

Presencia de micelio con esporas del hongo entomopatégeno M. anisopliae
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Esporulacion del hongo entomopatégeno M. anisopliae.

Esporulacién completa del hongo M. anisopliae

Finalizacion del trabajo de tesis con mi asesor José Luis Covarrubias Castro



