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RESUMEN

Las garrapatas son el principal ectoparasito que afecta al ganado bovino. El hongo Metarhizium
anisopliae constituye una alternativa ecologica a los plaguicidas quimicos, ademdas es un
organismo modelo para estudiar las interacciones artropodos-hongos, y un recurso de genes para
la biotecnologia. El parasitismo en huevos y adultos de la garrapata Rhipicephalus microplus
por M. anisopliae, fue estudiado usando técnicas basicas de inoculacion, histopatologia, tincion
y microscopia. Las garrapatas se inocularon con 1x10% conidios/ml, mediante el método de
inmersion; y se mantuvieron en camara humeda a 24°C. Se realiz6 prueba de adhesion de
conidios en 6rganos externos de R. microplus, mediante un lavado con tween 80 al 0,05%; se
extrajo hemolinfa y ovarios de adultos de R. microplus. Los huevos ovipositados se observaron
con microscopio Optico a los 8 y 15 dias después de la ovoposicion. Los adultos y huevos se
procesaron para histologia mediante microtomo, y posterior analisis al microscopio. Se
encontrd conidios de M. anisopliae adheridos en el area ventral, patas, dreas intersegmentales y
setas de la garrapata. El porcentaje de conidios adheridos al tegumento de R. microplus fue 98%;
la germinacion inicid entre las 14 y 18 horas después de la inoculacion, los conidios formaron
apresorios y se percibié un halo extracelular, que degradaba el tegumento. Se evidencio la
penetracion de M. anisopliae en patas de R. microplus aproximadamente a las 36 horas después
de la inoculacién. En la hemolinfa se encontrd blastosporas en gemacion, e hifas de M.
anisopliae. Los ovarios presentaron colonizacion por hifas de M. anisopliae. Los huevos fueron
colonizados por M. anisopliae, 1a membrana perdié su integridad a medida que la infeccion por
el hongo avanzaba, los huevos no eclosionaron; se encontré células gigantes, hifas y
conidiogénesis de M. anisopliae en la membrana externa del huevo. La histopatologia reveld la
desorganizacion celular de los 6rganos de R. microplus. Estos resultados demuestran el
parasitismo de M. anisopliae sobre huevos y adultos de R. microplus. El dano ocasionado a dos
estados del ciclo bioloégico de R. microplus, abre camino a la generacion de nuevos
garrapaticidas de origen microbianos, amigables con el medio ambiente e inocuos a la salud
animal y humana.

Palabras clave: histopatologia, control microbiano, infeccion fungica, parasitismo, garrapata
del bovino.
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ABSTRACT

Ticks are the main ectoparasite that affects cattle. The fungus Metarhizium anisopliae is an
ecological alternative to chemical pesticides, a model organism for studying arthropod-fungal
interactions, and a gene resource for biotechnology. The parasitism in eggs and adults of the
tick Rhipicephalus microplus by M. anisopliae, was studied using basic techniques of
inoculation, histopathology, staining and microscopy. Ticks were inoculated with 1x10%
conidia/ml, using the immersion method; and were kept in a wet chamber at 24°C. Conidia
adhesion test was performed in external organs of R. microplus, by washing with 0.05% tween
80; adults of R. microplus were processed to remove hemolymph and ovaries. The oviposited
eggs were observed under an optical microscope at 8 and 15 days after oviposition. Adults and
eggs were processed for histology by microtome, and subsequent analysis under the microscope.
Conidia of M. anisopliae were found attached to the ventral area, legs, intersegmental areas and
hairs of the tick. The percentage of conidia adhered to the integument of R. microplus was 98%;
germination began between 14 and 18 hours after inoculation, the conidia formed appressoria
and an extracellular halo was perceived, which degraded the integument. The penetration of M.
anisopliae in R. microplus legs was evidenced at approximately 36 hours after inoculation. In
the hemolymph were found blastospores in budding, and hyphae of M. anisopliae. M. anisopliae
hyphae colonized the ovaries. The eggs were colonized by M. anisopliae, the membrane lost its
integrity as the fungus infection progressed, the eggs did not hatch; giant cells, hyphae and
conidiogenesis of M. anisopliae were found in the outer membrane of the egg. Histopathology
revealed cellular disorganization of R. microplus organs. These results demonstrate the
parasitism of M. anisopliae on eggs and adults of R. microplus. The damage caused by M.
anisopliae to two states of the biological cycle of R. microplus, opens the way to the generation
of new microbial pesticides, friendly to the environment and harmless to animal and human
health.

Keywords: histopathology, microbial control, fungal infection, parasitism, bovine tick.
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L INTRODUCCION

Las plagas repercuten en la produccion de alimentos de origen vegetal y animal. En la
produccion vegetal ocasionan la pérdida de mas del 40% del suministro mundial de alimentos;
lo que genera una amenaza a la seguridad alimentaria y a los medios de subsistencia rurales en
todo el planeta, asi como precios mas altos para los consumidores (FAO, 2015; Merillon y
Ramawat, 2012). Las transformaciones que experimenta la cubierta vegetal de la Tierra, como
la deforestacion y la desertificacion, pueden incrementar la vulnerabilidad de las plantas y los

animales ante las plagas y las enfermedades (FAO, 2015).

Para combatir la proliferacion de artropodos plagas es comun el uso de plaguicidas sintéticos,
lo cual podria propiciar el incremento de residuos de plaguicidas y medicamentos veterinarios
en el suministro de alimentos. Las garrapatas son artrépodos, comunes en las regiones tropicales
y subtropicales, donde ocasionan pérdidas considerables para la ganaderia (Dantas-Torrez,
2019; Grisi et al., 2014), siendo Rhipicephalus microplus (Acari:Ixodidae) Canestrini, 1888
(Barker y Murell, 2008; Murell y Barker, 2003) la principal garrapata y ectoparasito artrépodo
del ganado bovino, debido a que su alimentacion es exclusivamente hematdfaga, y su principal

hospedero es el bovino (NCBI Taxonomy browser, 2015; Quiroz, 1990; Nuiez et al., 1982).

Son comunes las muertes de ganado atribuibles a la anemia como resultado de la infestacion
con R. microplus. Las hembras ingurgitadas aumentan su peso entre 100 y 200 veces, pero la
cantidad real de sangre ingerida es mucho mayor que esto, ya que la sangre se concentra, y el

fluido se excreta en la saliva (Kemp et al., 1982).

Para controlar las garrapatas es necesario el uso de plaguicidas; los cuales en su mayoria tienen
altos grados de toxicidad y persistencia, esto provoca que los alimentos carezcan de inocuidad,
llegando a provocar problemas de salud en los consumidores y dafios al medio ambiente (FAO,
2015). Los efectos negativos en la salud, que se han asociado con los plaguicidas quimicos,
usados para el control de garrapatas son: dermatologicos, neuroldgicos, gastrointestinales,
cancerigenos, respiratorios, reproductivos y endocrinos (World Health Organization, 1990;

Semchuk et al., 1992; Sanborn et al., 2007; Alewu y Nosiri, 2011).



Una alternativa a los plaguicidas quimicos y los problemas derivados de su uso es el control
biologico (Leo et al., 2008). Ciancio y Mukerji (2008), sostienen que, el control biolédgico es el
uso de la naturaleza y / o organismos modificados, genes o productos genéticos para regular o
reducir plagas en favor de poblaciones humanas, animales, y cultivos agricolas, ademas de
proteger a otros organismos benéficos. Los hongos entomopatdgenos son empleados en control

biologico de artropodos plagas, actuando como plaguicidas de contacto (Arruda et al., 2005).

Metarhizium anisopliae es un hongo entomopatdgeno que se encuentran entre los hongos mas
abundantes aislados de suelos, con titulos que alcanzan 10° conidios por gramo en pastizales
(Sant et al., 2019). Gao et al., (2011) afirman que “Metarhizium spp son alternativas ecoldgicas
a los insecticidas quimicos, como sistemas modelo para estudiar las interacciones entre insectos
y hongos, y como un recurso de genes para la biotecnologia” (p.1). Metarhizium se ha utilizado
en estudios sobre la evolucion del sistema inmunologico y patdogenos humanos emergentes

(Gottar et al., 2006; Lu y Leger, 2016).

Ademas de la prolifica produccion de enzimas y metabolitos, Metarhizium esté relacionado con
sus amplias opciones de estilo de vida y un metabolismo extremadamente flexible, que les
permite vivir en diversas condiciones ambientales, con nutrientes escasos (Rangel et al., 2008)

y en presencia de compuestos letales para otros microbios (Roberts y Leger, 2004).

M. anisopliae han demostrado ser muy promisorio en el control de R. microplus (Leo et al.,
2008). En Nicaragua, Oporta, (2017), evalud M. anisopliae, en el control de R. microplus bajo
condiciones de laboratorio; encontrd que M. anisopliae causaba mortalidad mayor al 90% en
teleoginas. El conocimiento limitado, sobre las interacciones M. anisopliae- garrapata, es uno

de los factores que limitan la aplicacion practica en bovinos y pasturas.

Esta investigacion dilucidd mediante técnicas de microscopia e histologia el proceso infectivo:
adhesion, germinacion, penetracion, asi como las lesiones ocurridas en los tejidos de R.
microplus ocasionadas por M. anisopliae. El objetivo de esta investigacion fue generar
informacion sobre el proceso infeccioso y la interaccion hongo-garrapata, la cual podra ser
utilizada en el desarrollo de estrategias de control microbiano, dentro de un programa de manejo
integrado de garrapatas, mediante hongos entomopatdgenos, como alternativa al uso de

garrapaticidas quimicos.



II. OBJETIVOS
2.1 Objetivo general

Generar informacién sobre el proceso infeccioso y la interaccion, del hongo Metarhizium
anisopliae y la garrapata R. microplus, para el desarrollo de estrategias de control microbiano,

como alternativa al uso de garrapaticidas sintéticos.

2.2 Objetivos especificos

e Describir el mecanismo infectivo del hongo Metarhizium anisopliae en la garrapata del

bovino Rhipicephalus microplus.

e Cuantificar la capacidad de adhesion de M. anisopliae en el tegumento de R. microplus.

e Determinar las patologias infringidas por M. anisopliae en huevos y adultos de R.

microplus mediante histopatologia.



III. MARCO DE REFERENCIA

La productividad de los cultivos esta en riesgo debido a la incidencia de patogenos y plagas
animales. Entre los cultivos, el potencial de pérdida total de plagas en todo el mundo varia de
25 a 40%. Globalmente, enormes pérdidas de los cultivos son causados por las enfermedades
de las plantas, que pueden ocurrir desde el momento de la siembra de la semilla en el campo,

cosecha y el almacenamiento (Merillon y Ramawat, 2012).

Evidencias histéricas importantes de enfermedades en las plantas son la hambruna irlandesa
debido al tizon tardio de la papa (Irlanda, 1845), hambre de Bengala debido a la mancha marrén
del arroz (India, 1942) y la roya del café (Sri Lanka, 1967). Tales epidemias habian dejado su
efecto en la economia de los paises afectados y una cicatriz profunda en los recuerdos de la

civilizaciéon humana (Merillon y Ramawat, 2012).

Las enfermedades de las plantas causan amenazas econdmicas a la agricultura convencional y
sistemas organicos. La mayoria de las enfermedades infecciosas de las plantas tienen sus
caracteristicas propagacion y sintomas. La comprension de estas caracteristicas ayuda en
posibles estrategias de control; evaluar el impacto econdmico y las consecuencias

socioecondmicas de su difusion (Merillon y Ramawat, 2012).

Los efectos de las enfermedades van desde sintomas leves a catastrofes en qué grandes areas de
cultivos alimenticios se destruyen. Catorce plantas de cultivo proporcionan la mayor parte de
alimentos para el consumo humano, que es probable que estén infestados de cualquiera de los
principales patogenos de plantas, incluidos virus, bacterias, oomicetos, hongos, nematodos, y

plantas parasitas (Merillon y Ramawat, 2012).

Las plagas de las plantas, que son insectos, patdgenos y malezas, siguen siendo una de las
mayores limitaciones para la produccion agricola y de alimentos. Para combatir estas plagas
muchas veces se necesita usar plaguicidas, que pueden producir serios efectos secundarios en la
salud humana y el medio ambiente, en particular en la poblacion rural pobre, que no puede
permitirse el uso de compuestos menos toxicos ni cuenta con equipo para aplicar estas sustancias

o de proteccion (FAO, 2015; Moosavi-Reza y Zare, 2012).



Habra que crear nuevas practicas agricolas, diferentes cultivos y variedades de los animales, asi
como desarrollar los principios del manejo integrado de plagas para contribuir a frenar la
propagacion de éstas. Los gobiernos tal vez tengan que contemplar la introduccion de agentes
bioldgicos para combatir las plagas o el uso de cultivos y variedades pecuarias resistentes a las

plagas y las enfermedades (FAO, 2015).

Los agentes de control microbiano tienen un efecto importante en la regulacion de las
poblaciones de plagas, organismos que incluyen hongos, bacterias, virus y nematodos tienen
actividad antagonista contra plagas invertebradas. El proceso de desarrollo de los agentes
biologicos, incluye el aislamiento e identificacion de agentes microbianos asociados con los

invertebrados parasitos, especialmente en suelos supresivos (Moosavi-Reza y Zare, 2012).

3.1 Garrapatas en el ganado bovino

En este planeta hay muchas formas de vida. Independientemente de como las llamemos, estas
entidades existen y descienden de algun lugar, ya sea de una sola célula o de un organismo
multicelular (Dantas-Torres, 2018). Organismos parasitos, de habitos alimenticios hematofagos,
de importancia médica y veterinaria como son las garrapatas (Dantas-Torrez, 2019; Grisi et al.,
2014), se originaron en la Era Paleozoica (Sonenshine y Roe, 2013), durante el Carbonifero
tardio o el Pérmico temprano, en la porcién Africana del supercontinente de Gondwana,
probablemente como parasitos de sinapsidos o didpsidos (Mans et al., 2011; Mans et al., 2012;

Chitimia-Dobler et al., 2016).

Evidencia f6sil indica que los linajes evolutivos de las garrapatas divergieron en la Era
Mesozoica (Chitimia-Dobler et al., 2016; Pefia y de la Fuente, 2018). Las garrapatas duras y las
garrapatas de la nueva familia extinta Deinocrotonidae, se alimentaban de sangre de dinosaurios

emplumados, hace 99 millones de afios (Pefialver et al., 2017).

Las garrapatas son ectoparasitos obligados, su alimentacion es exclusivamente hematdfaga sea
cual fuere la familia, el género o la especie, en animales de sangre fria como de sangre caliente

(Nudez et al., 1982; Quiroz, 1990; NCBI Taxonomy browser, 2015).

Al igual que los insectos, aranas, acaros y crustaceos, las garrapatas pertenecen al Phylum

Arthropoda, el cual se divide en dos Subphylum: Mandibulata y Chelicerata. Las garrapatas



pertenecen a la Clase Arachnida (dentro del Subphylum Chelicerata); estas carecen de antenas,
tienen el cefalotorax y abdomen fusionados; presentan cuatro pares de patas, al igual que las
arafias y escorpiones, con excepcion del estado larval, en el cual poseen solo tres pares de patas

(Nunez et al., 1982; NCBI Taxonomy browser, 2015; Estrada, 2015).

Segun Burger et al., (2014) las garrapatas son plagas muy importantes; el costo de control de
las garrapatas y de las enfermedades que estas transmiten al ganado bovino, ha sido estimado
entre $ 13.9 -18.7 billones anualmente. De acuerdo con Suarez et al., (2007) el 80 % del ganado

bovino del mundo esté infestado con garrapatas.

La garrapata R. microplus, provoca heridas en la piel (estas predisponen a miasis), anemias, baja
condicion fisica, alteraciones reproductivas, disminuye la produccion de leche y carne, muerte,
paralisis, es agente transmisor y reproductor de hemopatogenos, que provocan tristeza
parasitaria en bovinos y ovinos (Nari, 1995; Mora-Hernandez, 1998; Suarez et al., 2007; FAO,
2010; Cordoén, 2012; Rodriguez et al., 2014; Burger et al., 2014).

Un animal infestado con mas de 30 R. microplus adultas, ya es perjudicado productivamente
(Almada, 2015), es comun encontrar animales parasitados por cientos e incluso miles de

garrapatas (Manzano et al., 2012).

Segtin Rodriguez et al., (2014), la pérdida de peso de un bovino parasitado por garrapatas del
género Rhipicephalus, se calcula en 0.26 kg/garrapata/afio y se ha observado que animales
infestados con garrapatas, reducen su consumo de alimento (4.37 kg), en comparacion con

animales no expuestos a garrapatas (5.66 kg).

El grado de infestacion estd en relacion con las lluvias, las altas temperaturas y la carga animal,
la fase parasitaria que cumple en el animal tiene una duracion de 22 dias aproximadamente y
cada hembra oviposita alrededor de 4 500 huevos, los que tardan en eclosionar como minimo
20 dias, asi en el norte de Uruguay y Argentina es factible encontrar entre 2 y 3 generaciones de
garrapatas al afio, mientras que en México y América Central es comn ver hasta 7 generaciones
al afio. El control parasitario es mas complejo cuantas mas generaciones de garrapatas hay en el

ano (Almada, 2015; Villar, 2012).



En Nicaragua las muertes en bovinos por hemopatogenos transmitidos por garrapatas, se
calculan en 60%, en carne las pérdidas van de 15 a 40 kg, y en leche ocurre una merma de 0.3
litros/dia por animal (Cordon, 2012), resultados iguales se reportan en Brasil, donde se pierden,
por efecto de garrapatas 90. 24 litros por vaca en lactacion (Rodrigues y Leite, 2013). En
promedio, cada R. microplus hembra, es responsable de la pérdida de 0,25 a 1,37g de peso

corporal en el ganado bovino (Jonsson, 2006).

El método de control mas utilizado actualmente para R. microplus es el quimico. Entre las
principales familias de garrapaticidas sintéticos se encuentran los organofosforados, piretroides,
amidinas, fenilpirazolonas, carbamatos y lactonas macrociclicas, los cuales tienen como efecto
comun en la garrapata, alterar la transmision del impulso nervioso en la unioén sinaptica,
mediante diferentes mecanismos de accién que afectan los neurotransmisores o los canales

i6nicos que intervienen en ella (Dominguez y Cruz, 2014; Diaz, 2012; Ojeda et al., 2011).

La resistencia a garrapaticidas es el mayor problema para controlar esta plaga, dada la
disponibilidad cada vez menor de nuevos compuestos acaricidas (Nari, 2011), sumado a esto,
los efectos sobre la salud y el medio ambiente de los garrapaticidas quimicos, surge la necesidad
de un nuevo concepto en el manejo de garrapatas. Este nuevo concepto debe basarse en una
reduccion drastica de la aplicacion de plaguicidas quimicos; que genere beneficios a la salud, el

medio ambiente y la economia (Nicolopoulou-Stamati et al., 2016).

El uso irracional del control quimico, ha conllevado a que las garrapatas presenten resistencia
generalizada a los acaricidas (Almada, 2015; Dominguez y Cruz, 2014; Diaz, 2012; Ruvalcaba,
2009; Acosta et al., 2007; FAO, 2003).

La resistencia ocurre, cuando las mutaciones que se efectian de manera natural, le permiten a
una proporcion de la poblacion (alrededor de 1 en 1 000 000 de individuos) resistir y sobrevivir

a los efectos de los plaguicidas (Dominguez et al., 2010; FAO, 2003).

Entre los garrapaticidas usados en Nicaragua para el control de garrapatas estan: el fipronil
(formulacién puor on) Amitraz, cipermetrin, Diclorvos y clorpirifos, e inyectables como las
lactonas macrocicliclicas, ivermectina, abamectina, doramectina y eprinomectina (formulacion

puor on). El fipronil de la clase fenilpirazoles ha sido catalogado como carcinégeno por la



Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA), produce genotoxicidad y dafios

al ADN, en células de la medula 6sea y linfocitos en ratas (Badgujar et al., 2016).

Los garrapaticidas organofosforados tienen efectos negativos en la salud animal y humana, ya
que disminuyen la secrecion de insulina y alteran el metabolismo celular de grasas,

carbohidratos y proteinas (Karami-Mohajeri y Abdollahi, 2011).

Los plaguicidas organofosforados generan enfermedades cardiovasculares (Hung et al., 2015),
efectos negativos en el sistema reproductor masculino (Miranda-Contreras et al., 2013),
desarrollo mental retrasado y problemas generalizados del desarrollo en nifios (Eskenazi et al.,
2007). Clorpirifos afecta la funcion mitocondrial, promueve la obesidad y la enfermedad del

higado graso (Wang et al., 2021).

La amidina Amitraz, es citotoxico a células del caimulo y produce apoptosis y deterioro en la
maduracidn de ovocitos en bovinos (Nikoloff et al., 2021), mientras que la doramectina induce
efectos citotoxicos y genotdxicos en linfocitos y células del cumulo en bovinos (Anchordoquy
et al., 2018). Ademas de los problemas de salud publica, el uso irracional de garrapaticidas y
altas infestaciones de garrapatas, han propiciado la generacion de garrapatas que resisten dosis

de plaguicidas (Rosario-Cruz et al., 2009).

Ademas, una alta exposicion ocupacional, accidental o intencional a plaguicidas puede llevar a
hospitalizacion y muerte (Gunnell et al., 2007; Alewu y Nosiri, 2011). Se ha detectado residuos
de plaguicidas en leche materna, existe preocupacion por la exposicion prenatal y sus efectos en

la salud de los nifios (Damgaard et al., 2006; Lu et al., 2015; Pirsaheb et al., 2015).

3.2 Sistema reproductor de R. microplus

El Sistema reproductor del gonandro (macho) se inicia con un par de testiculos de aspecto
alargado, que se extienden desde la cercania del cerebro, hasta aproximadamente el borde
posterior de la coxa del cuarto par de patas. Los testiculos se continian en un par de vasos
deferentes, los cuales antes de desembocar en la abertura genital, se transforman en sendos

conductos eyaculadores (Nufiez et al.,1982).



Segun Oliver Jr (1974), la produccion del esperma se divide en 4 fases: 1. Mitosis de la
espermatogonia; 2. Aumento de tamano y diferenciacion de los espermatocitos primarios; 3.
Doble division meidtica y desarrollo parcial de la espermatide; 4. Diferenciacion, y desarrollo
final de la espermatide en esperma maduro, luego de ser transferidos a la hembra, esto es,

aumento de su longitud y activacion fisioldgica de los mismos.

La estructura del sistema genital de la teleogina (hembra), consiste en un solo ovario tubular en
forma de U en la region posterior del cuerpo (De la vega et al., 2012). El ovario de aspecto
alargado, se ubica proximo a la vesicula excretora, extendiéndose en ambos lados del idiosoma,
para continuarse en un par de oviductos. La vagina se divide en dos porciones: la cervical, en la
cual desembocaran ambos oviductos, y la vestibular que continuara hasta la abertura genital. En
relacion directa con la porcidn cervical de la vagina se ubica el receptaculo seminal (Arthur,

1960).

En esta misma porcion de la vagina y por delante del receptaculo, se emplazan de manera
angulosa un par de glandulas accesorias, cuyo contenido se vuelca en la vagina lubricandola y

facilitando de ese modo el pasaje de los huevos (Nufiez et al., 1982).

La copula se inicia con la ubicacion del macho por debajo de la hembra, tratando de ubicar
inmediatamente la abertura genital de la hembra. En general, ambos quedan en contacto con sus
porciones ventrales, ubicando el macho su primer par de patas entre el primero y segundo par

de la hembra y el resto en forma correlativa (Nufiez et al., 1982).

Feldman-Muhsam y Borut (1971) afirman que el macho ubica su capitulo en 4ngulo recto con
respecto a la abertura genital de la hembra, penetrando inicamente, los queliceros sin sus vainas;

si el cuarto artejo de los palpos en los machos estuviera ausente, la copula no ocurriria.

Luego de algunos minutos de producida la copula, comienza a expulsarse el espermatdforo
(conjunto de espermatides rodeados por una cépsula que transfiere el macho a la hembra durante
la copula) y sale primero el bulbo del mismo, siendo cubierto por un liquido incoloro (Arthur,
1962); para luego, a través de las contracciones de los conductos eyaculadores, continuar
saliendo el cuello y la capsula, compuesta esta ultima por el endo y el ectoespermatoforo en

cuyo interior se encuentra las espermatides (Nufiez et al., 1982).



Luego de que el espermatoéforo se adhiere a la abertura genital de la hembra, el
endoespermatoforo ya dentro de la vagina, se evagina del ectoespermatoforo, permaneciendo
este en la superficie para posteriormente perderse. Si la hembra no copula, la misma no completa

su alimentacion (Nufiez et al., 1982).

A medida que los huevos salen por la vagina, toman contacto en forma transitoria con la
denominada glandula de Gené, ubicada por debajo del escudo dorsal y cuyo conducto excretor
se abre en la base del capitulo. Esta glandula elimina una sustancia lipidica, que aglutina a los

huevos y los protege de la desecacion (Nuiiez et al., 1982).

3.2.1 Ovario

Segun Saito et al. (2005), el ovario de la garrapata R. microplus estd compuesto por una luz,
delimitada por una pared de pequefias células epiteliales con nucleos redondeados. Los ovocitos
de varios tamafos y en diferentes etapas de desarrollo permanecen unidos al ovario a través de
un pedicelo celular hasta completar la etapa V. Luego, se liberan en la luz y desde alli hacia el
exterior. Los ovocitos se clasifican de I a VI, de acuerdo con la apariencia del citoplasma y

presencia de la vesicula germinal, granulos de yema y corion.

3.2.2 Oviductos

En ambas terminaciones del ovario hay dos tubos delgados plegados, el didmetro de los
oviductos oscila entre 75 y 140 um en las hembras alimentadas hasta 48 horas; se fusionan

debajo del receptaculo seminal para formar el oviducto o utero comun (Till, 1961).

Durante la alimentacion las células oviductuales proliferan y aumentan de tamafio para ubicarse
en forma columnar. Los nucleos basales son generalmente amplios en posicion central, aunque
en algunas partes donde las células estdn muy apifiadas que parecieran situarse a diferentes
niveles, los nucleos son ovales de forma esférica, ricos en cromatina y el citoplasma es

finalmente granular (Till, 1961).

La parte basal del citoplasma muestra una apariencia algo estriada, algunas veces en el lumen
se puede observar tejido granular y espermatdforo, estos tltimos viajan del receptaculo seminal
donde han estado almacenados desde el tiempo del apareamiento, hacia el ovario, en el cual

espera al ovocito, que se encuentra mas proximo a la madurez (Till, 1961).
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3.2.3 Utero y vagina cervical:

El utero se comunica con la vagina cervical mediante un tubo muscular plegado epitelial:
llamado tubo de conexion. En la vagina cervical, ademas del ttero, convergen el receptaculo
seminal, las glandulas accesorias tubulares (TAG) y la vagina vestibular. La vagina cervical es
muy pequea, el desprendimiento del receptaculo seminal y el utero, en la vagina forman un
angulo inferior a 90°, y el receptaculo seminal estd completamente por encima del utero. Este
hecho podria facilitar el camino a los espermidforos, para encontrar el rumbo hacia los oviductos

y ovario (De la Vega et al., 2012).

3.2.4 Glandula accesoria lobular:

Es un agrandamiento del epitelio vaginal vestibular que produce una secrecion que sirve de capa
de impermeabilizacion inicial para los huevos y también es la fuente mas probable de la

feromona sexual (Kaufman, 2004; Sonenshine, 1991;).

3.3 Sistema respiratorio

La respiracion de las garrapatas se logra a través de un sistema traqueal. En todas las ninfas y
adultos, el par de espirdculos se abren por las placas peritrematicas, las cuales yacen
lateroventralmente en cada lado del cuerpo de la garrapata, posterior al par de coxa IV (Nufiez

et al., 1982).

Las placas estigmaticas, son una formacion rigida de la cuticula, se ubican por detras de las
coxas del cuarto par de patas y presentan una forma oval. Los espiraculos estan presentes en las
ninfas y en los estadios adultos, mientras que, en los estados larvarios el intercambio gaseoso se

realiza por la via cutdnea (Nuiiez et al., 1982).

3.3.1 Traquea

segun Balashov (1972). El espiraculo estéd provisto con un mecanismo de cierre, bajo control de
nervios, los cuales se abren dentro de la cavidad auricular respiratoria, la cual se estrecha en el

principal tronco traqueal.

Del tronco principal surgen ocho troncos traqueales los cuales dan lugar a ramificaciones

secundarias a todas partes del cuerpo, las que terminan en ramificaciones o traquéolas que
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oxigenan densamente a todos los drganos internos. Histolégicamente las traqueas de garrapatas
son similares a la de los insectos, y su linea cuticular esta cubierta por una capa filiforme en

forma de espiral engrosada anillada, semejante a proglétidos (Balashov, 1972).

De ubicacion excéntrica en la misma placa, aparece una zona ligeramente pigmentada que se
denomina macula y que a su vez coincide con la abertura externa de la hostia. Alrededor de la
macula y dentro de la superficie ligeramente concava de la placa estigmatica, se puede apreciar
una serie de orificios de tamafio variado. Estos orificios, ademas de estar intercomunicados
desembocan en un espacio amplio que se ubica por debajo de la hostia y que precisamente se
denomina espacio subostial, el cual se continia en una especie de conducto conocido con el

nombre de atrio (Nufiez et al., 1982).

Segun Nuiiez et al., (1982) el atrio esta delimitado por una pared dorsal y otra ventral, las cuales
a su vez tienen movimientos gracias a un musculo propio. Estos movimientos contribuyen a
regular el intercambio gaseoso. Segun Arthur (1960), a partir del atrio se distribuyen las

siguientes traqueas dispersas a ambos lados del idiosoma:

1. Anterior, que se ramifica para penetrar en cada una de las patas y al cerebro.
2. Media- anterior, que llega hasta las glandulas salivales y al aparato genital;
3. Dorso posterior, que es la ubicacion de dos pequenas ramificaciones que en forma

conjunta con una quinta lateroposterior, llegan a la porcion posterior del idiosoma.

3.4 Sistema circulatorio

Atraves de la hemolinfa circulan tanto los materiales para digerir, como los que seran
excretados. Teniendo en cuenta lo que establece Krantz (1978), esta sustancia incolora contiene
tres tipos principales de células: 1. Pequefios proleucocitos con un gran nucleo (5 -7.6 pm); 2.
Hemocitos ovales y baséfilos (10-20 um) conteniendo glucogeno.3. Hemocitos ameboides y

eosinofilos (12-25 micrometro (um).

La hemolinfa circula por el organismo gracias a las pulsaciones del corazon, el cual se extiende
desde el extremo anterior hasta los dos tercios posteriores del idiosoma. El corazén esta

suspendido en el hemocele por un grupo de musculos extrinsecos, todos ellos insertados en la
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pared dorsal del idiosoma, y en el otro extremo dos pares de ellos se insertan en las paredes

laterales, y un par entre la ostia (Arthur, 1962).

De esta manera, la contraccion de este grupo de musculos va a terminar el movimiento diastdlico
del corazén, mientras que, debido a la contraccion de las paredes musculares del mismo, se

establecera la sistole (Arthur, 1962).

A partir del corazén y hacia adelante en direccion al cerebro se extiende una aorta dorsal no
muscular, formando el seno periganglionar al dilatarse en las cercanias de aquel. A partir de este
sitio continua en forma de seno hasta la porcion posterior de la faringe, rodeando en su trayecto

a los nervios que inervan el capitulo y el esofago (Arthur 1962).

3.5 Sistema digestivo

En la cara superior del hipostoma existe un surco recubierto por una membrana que constituye,
juntamente con las vainas externas de los queliceros hacia dorsal, la abertura bucal.
Inmediatamente hacia caudal se encuentra el 16bulo labral o labrum, que separa la cavidad
faringea del salivarium, siendo este tltimo el sitio final por donde pasa la saliva una vez que es

secretada por las glandulas salivales, y el cual sirve como reservorio (Nuiiez et al., 1982).

3.5.1 Faringe

es un organo desarrollado plenamente para la succion. Presenta sus paredes firmemente
esclerosadas y unidas estrechamente a una membrana. Los musculos que intervienen en los
movimientos de la cavidad faringea son dos dilatadores laterales de gran desarrollo; dos
dilatadores dorsales mas pequenos que los anteriores; dos dilatadores ventrales, y por tltimo un
grupo muscular que constituye el musculo constrictor y que alterna su funcionamiento con los

musculos dilatadores (Nufiez et al., 1982).

3.5.2 Intestino

Mora-Hernandez (1998), afirma que la pared del intestino de R. microplus, esta constituida por
células epiteliales y que su estructura y funcion varia de acuerdo al grado de alimentacion y con

las fases de desarrollo del ciclo bioldgico. En cortes histoldgicos del intestino se encuentran
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células basales, secretoras, basofilicas y digestivas. Los tipos de células que persisten después

de la muerte son las basofilicas.

Segtin Balashov (1972), la organizacion celular del intestino estd compuesta por una membrana
basal, cubierta de fibras musculares longitudinales y circulares formando varias capas; mientras
que el epitelio intestinal estd compuesto por tres tipos de células: células de reserva, digestivas

y secretoras .

Externamente, los ciegos intestinales poseen en sus paredes fibras musculares, dispuestas en
forma longitudinal y transversal, que son los responsables de los movimientos ameboides que
presentan estos elementos durante el periodo de alimentacion de la garrapata, permitiendo asi la
distribucion de la sangre en el tracto digestivo y poniendola en contacto con las enzimas
necesarias para facilitar su digestion. Hacia caudal el estomago se continia con la vesicula

excretora, antes de abrirse en la abertura del nefrostoma (Nufiez et al., 1982).

3.5.3 Tubulos de malpighi

Estructuralmente estd conformado por células epiteliales aplanadas cuboidales de tamaio
medio, los tibulos miden entre 50 y 70 um de diametro y son translicidos, en ellos se procesa
bioquimicamente la sintesis y excrecion de guanina, como producto metabdlico final del

nitrogeno (Balashov, 1972).

3.5.4 Glandulas salivales

Son estructuralmente, constituidos de varios alveolos: piramidal y varios tipos de células
secretoras, los limites entre las células individuales son debilmente distinguible en microscopia
optica. Las células piramidales se encuentran en la mitad anterior de la glandula, tiene forma de

pera o poligono irregular (Balashov, 1972).

3.6 Generalidades del control microbiano

El control microbiano se puede definir como el uso de patégenos de insectos para la supresion
de plagas. El objetivo de los programas de control microbiano es eliminar o reducir una

poblacion plaga por debajo de un nivel econdmicamente perjudicial (Vega y Kaya, 2012).
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El control microbiano implica el uso de (hongos, bacterias, nematodos y virus) patégenos para
el control de plagas artrépodas y microbianas; el cual, aplicdndose eficientemente, logra un
manejo sostenible en la proteccion Zoo y Fitosanitaria, es amigable con el medio ambiente e
inocuo a la salud humana (Merillon y Ramawat, 2012; Reza-Moosavi y Zare, 2012; Vega y

Kaya, 2012; Shapiro et al., 2012; Lecuona, 1996; Tanada, 1959; Steinhaus, 1957a).

Sin embargo, Lopez-Llorca et al. (2008), sostienen que, con el advenimiento de la biotecnologia,
este concepto debe redefinirse, como el uso de la naturaleza y organismos modificados, genes o
productos genéticos para regular o reducir plagas en favor de poblaciones humanas, animales,

y cultivos agricolas, ademés de proteger a otros organismos benéficos.

Las enfermedades de los insectos se registraron hace mas de 2000 afos. El estudio de la
epizootiologia cruza multiples intereses dentro de la patologia de insectos. La epizootiologia es
la base para estudiar la fluctuacion de la enfermedad en las poblaciones naturales de insectos
desde una perspectiva ecoldgica. Sin embargo, la principal motivacién de muchos patélogos de
insectos no es el estudio de los niveles de enfermedades naturales, si no el uso de enfermedades

para suprimir las poblaciones de insectos plagas (Vega y Kaya, 2012).

La atenciéon del hombre a las enfermedades en los insectos se centr6 primero en las
enfermedades del gusano de seda y la abeja, la Emperatriz See-ling-shee (Siling-chi), "la
primera y legitima" consorte del Emperador Hoang-tee (Hoangti), notd6 gusanos de seda
enfermos entre los que ella cuidaba en los apartamentos imperiales (Vega y Kaya, 2012; Lord,

2005; Steinhaus, 1956).

Este comienzo historico de la sericultura préctica ocurrié aproximadamente 2700 afios antes del
tiempo de Cristo; mientras que los estudios experimentales en patologia de insectos comenzaron
con la abeja melifera y el gusano de seda, sobre todo con el trabajo de Agostino Bassi y Louis
Pasteur. Bassi transmitido Cordyceps bassiana artificialmente a gusanos de seda y otras especies

(Vega y Kaya, 2012; Lord, 2005; Steinhaus, 1956).

Bassi en 1835 observé que la hemolinfa de las larvas infectadas con C. bassiana era toxica para
las larvas sanas, sugirié el uso de infusiones de huevos infectados para controlar las orugas,

sugiriendo oblicuamente el uso de microbios (Vega y Kaya, 2012; Lord, 2005; Steinhaus, 1956).
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Aparentemente no aparecio la propuesta formal publicada de control microbiano hasta 1874,
cuando John LeConte incluy6 el enfoque en sus amplias recomendaciones en la revista de
entomologia econdmica en los Estados Unidos. Aproximadamente en ese momento, Pasteur
sugirio que se aplicara pebrina (microsporidia) para el control de la filoxera de la uva, pero la

idea no se tomo en cuenta (Steinhaus, 1957).

La idea de usar patdégenos para combatir plagas surgi6 del reconocimiento gradual de que eran
contagiosos, y que la mortalidad que ocurria en las epizootias naturales podria contribuir al
control de plagas. De Reaumur en 1726, fue el primero en observar un parasito microbiano en
una larva. Agostino Bassi (1773-1856), elucido el agente etioldgico y demostro la capacidad
infecciosa del hongo Cordyceps bassiana en el gusano de la seda, Bombix mori (Vega y Kaya,

2012; Lord, 2005; Steinhaus, 1956).

Mientras los estadounidenses estaban experimentando con la levadura, el microbidlogo ruso,
Elie Metchnikov, centrd su atencién en el escarabajo del grano, Anisoplia austriaca. Su
observacion de que los ciclos de poblacion del escarabajo correspondieron a brotes de
enfermedades, lo llevaron a buscar patdégenos cerca de Odessa en Ucrania, donde encontrd
bacterias, un nematodo y un hongo, al que se refiri6 como muscardina verde (Entomophthora

anisopliae), ahora conocido como M. anisopliae (Steinhaus, 1956).

Elie Metchnikov sugirié que se aplicaran cadaveres de insectos muertos por hongos y el suelo
recogido de locales epizoodticos, dispersando conidios en campos infestados de escarabajos
(Steinhaus, 1956). Después de encontrar M. anisopliae en otras regiones de Rusia y en el
curculionidae de la remolacha azucarera (Cleonus punctiventris), en el que estimd una
mortalidad del 40%, descubrio6 que los conidios podrian ser producidos econdmicamente en puré

de cerveza esterilizada (Steinhaus, 1956).

En 1924 Speare not6 una destruccion de grandes poblaciones del acaro, de la roya de los citricos
(Phyllocoptruta oleivora) (Ashmead) en pomelo, en Florida-EE. UU. Este efecto se atribuy6 a
la presencia del hongo Hirsutella thompsonii (Leo et al., 2008), mientras que d'Herelle en 1911,
se acredita con el primer reconocimiento de una epizootia bacteriana en insectos y el primer

intento de usarlos en el control microbiano (Tanada, 1959).
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La Agencia de Proteccion Ambiental de EE. UU, considera que los plaguicidas microbianos en
comparacion con los plaguicidas quimicos sintéticos, tienen una toxicidad muy baja para los
seres humanos y otros vertebrados, una rapida descomposicion que conduce a una reduccion de
los residuos y la contaminacién ambiental, y una alta especificidad de especies que conduce a

una reduccion de los efectos no objetivo (Leahy et al., 2014).

En el uso de los micoacaricidas contra las garrapatas se hace hincapié en la aplicacion topica, el
entorno de la piel del hospedero y como mejorar el rendimiento de los patogenos en este entorno

(Leo et al., 2008).

3.6.1 Hongos en el control microbiano de plagas agricolas y veterinarias

Los hongos habitan el planeta desde hace unos 2 400 millones de afios (McLoughlin, 2017),
desempefian un papel crucial en los ecosistemas naturales (Leger y Wang, 2020); actian como
antagonistas de patdgenos de plantas, colonizadores de la rizosfera, endofitos (Vega et al., 2009)
y son responsable de una gran proporcion de las enfermedades que afectan a los artrépodos

(Leger y Wang, 2020).

Los hongos que ocasionan enfermedades en los artrépodos son conocidos como hongos
entomopatogenos; son capaces de degradar, penetrar y asimilar la cuticula del artrépodo,
utilizando una combinacion de enzimas degradantes y presion mecanica (Butt et al., 2016; Ortiz-
Urquiza y Keyhani, 2013). Segun Suh et al., (2001) la entomopatogenicidad evoluciond
independientemente en  Cordycipitaceae, Clavicipitaceae 'y  Ophiocordycipitaceae
(Sordariomycetes: Hypocreales), estos entomopatdogenos se agrupan entre: fitopatdgenos,
endofitos y micoparasitos, estrechamente relacionados y consistentes con transiciones repetidas

(cambio de hospedador) entre plantas, hongos y artrépodos hospedadores.

Los hongos entomopatogenos utilizan la trehalosa como alimento. La trehalosa es el aztcar
clave para la nutricion de los artropodos. El agotamiento de trehalosa en los insectos enfermos
por hongos, significa que un insecto infectado, esta siendo muerto de hambre durante las etapas

finales del desarrollo de los hongos (Humber, 2008).

El hongo entomopatéogeno Metarhizium anisopliae, Hypocreales: Clavicipitaceae (NCBI,

2020), comprende un clado monofilético con el patogeno de nematodos Pochonia
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chlamydosporia; se encuentra distribuido globalmente, y puede pasar de asociaciones
beneficiosas con plantas (colonizadores de la rizésfera y endofitos de raices), a asociaciones

patdgenas con protistas, nematodos y artropodos (Leger y Wang, 2020).

M. anisopliae y M. acridum han estado a la vanguardia de los esfuerzos para desarrollar
alternativas de control microbiano frente a los insecticidas quimicos, en los programas agricolas

y de control de vectores de enfermedades (Sant et al., 2019; Butt et al., 2016).

Los plaguicidas microbianos basados en hongos entomopatogenos se integran facilmente en el
creciente mercado de alimentos orgénicos certificados (Arthurs y Dara, 2019), y las plagas
pueden desarrollar una resistencia mas lenta a los plaguicidas microbianos que a los plaguicidas
quimicos (Dubovskiy et al., 2013). Uno de los programas de control microbiano mas exitosos
ocurre en Brasil, donde cada afio, se tratan dos millones de hectareas de cana de azucar, con M.

anisopliae para controlar el salivazo (Sant et al., 2019).

El impacto ecologico de M. anisopliae y su potencial como agente de biocontrol ha sido
mejorado por el descubrimiento de que coloniza las raices de las plantas donde puede actuar
simultdneamente como biofertilizante y bioplaguicida para impulsar el crecimiento de las

plantas (Hu y Leger, 2002).

M. anisopliae ha evolucionado con muchas familias de genes expandidos de proteasas,
quitinasas, citocromo P450, policétido sintasas y sintetasas peptidicas no ribosémicas para la
degradacion de la cuticula, la desintoxicacion y la biosintesis de toxinas que pueden facilitar su

capacidad de adaptarse a entornos heterogéneos (Leger y Wang, 2020).

Metarhizium spp produce una secuencia de enzimas durante la penetracion, comenzando con
lipasas y citocromo P450 que se dirigen a componentes epicuticulares, y luego diversas
proteasas promiscuas que solubilizan proteinas procuticulares. Las subtilisinas ayudan en los
procesos de infeccion de M. anisopliae al degradar las cuticulas del hospedero, proporcionar
nutricién y desactivar péptidos antimicrobianos que podria haberse importado de bacterias

mediante transferencia horizontal de genes (Leger y Wang, 2020).

Segun Rodriguez et al., (2014) se han desarrollado 171 micoplaguicidas, alrededor del mundo,

de los cuales tnicamente tres productos contienen M. anisopliae para el control de garrapatas.
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Los hongos son patogenos naturales de garrapatas, con sus propiedades adhesivas, y su
capacidad de digerir la cuticula, pueden constituir un ingrediente adecuado de los bioacaricidas

(Lonc et al., 2014).

Los hongos que han sido evaluados para el control de garrapatas son; /. fumosorosea (Oporta,
2017; Angelo et al., 2012; Gindin et al., 2001), C. bassiana (Oporta, 2017; Sonia et al., 2012;
Ren et al., 2012) y M. anisopliae (Oporta, 2017; Quinelato et al., 2012; Schrank y Vainstein.,
2010), los cuales han demostrado tener potencialidad para el control de distintas fases de
desarrollo de la garrapata (huevo, larva, ninfa y adulto) tanto en condiciones in vitro como in
vivo. A baja temperatura y baja humedad, pueden parasitar la garrapata a través del nefrostoma,

estas se ven afectadas por micelios fungicos y por sus toxinas (Samish y Rehacek, 1999).

El proceso infeccioso de los hongos entomopatogenos en la garrapata inicia con la adherencia
del conidio en el cuerpo de ésta, continuando con la formaciéon de un tubo germinativo y
formacion del apresorio, el cual inicia la fase de penetracion, rompe y atraviesa la cuticula, las
hifas crecientes alcanzan el hemocele, éstas se diferencian en blastosporas para evadir el sistema
inmune de la garrapata y luego regresan a su formacion hifal, ocurriendo la colonizacion de los
organos internos. Las hifas emergen a la superficie del espécimen muerto y se forman

conidi6foros, en los cuales se producen los conidios (Schrank y Vainstein., 2010).

El avance del control de garrapatas basado en aplicaciones de hongos entomopatégenos requiere
un conocimiento profundo del proceso patogénico y sus caracteristicas correspondientes durante
todas las etapas de desarrollo. Los entornos naturales en los que las garrapatas ovipositan son
relativamente favorables para la infeccién por hongos. La mayoria de las garrapatas ixddidas
protegen sus huevos sensibles, al ponerlas en cohortes grandes, en areas bien protegidas, por

ejemplo: debajo de piedras, hojas, arena profunda y grietas (Ment et al., 2010).

El hongo M. anisopliae causa un porcentaje muy alto de mortalidad del huevo y reduce
drasticamente su incubabilidad. Ademas, muchas de las larvas recién nacidas estan
contaminadas con conidios de huevos infectados y a menudo mueren en varios dias (Ment et al.,

2010).
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M. anisopliae no causa efectos colaterales en los animales de sangre caliente ni al medio
ambiente; se han realizado estudios en los que se demuestra que solo exhibe toxicidad en células
de insectos y no en células humanas, bacterias o protozoarios, M. anisopliae cepa Ma2 no causa
efecto de patogenicidad, toxicidad o alergia y no se observan pérdidas del apetito, diarrea, ni
muerte en ratas cepa Wistar y en condiciones de campo afecta especificamente a sus hospederos

blanco, reduciendo la posibilidad de afectar a otros organismos presentes en el campo (Ojeda et
al.,2011).
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IV. MATERIALES Y METODOS
4.1 Ubicacion del estudio

La presente investigacion es de tipo experimental, se estudid el proceso de infeccion y

colonizacién del hongo M. anisopliae en la garrapata R. microplus.

Se realiz6 en el laboratorio de Hongos Entomopatogenos, de la Universidad Nacional Agraria,
en el Laboratorio de Patologia de la Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua, UNAN
Leon, y en el Laboratorio de Biologia de la Universidad Nacional Agraria-Juigalpa, Chontales,

durante el periodo 2019-2022.

4.2 Colecta de muestras

Las garrapatas adultas (teleoginas), se obtuvieron siguiendo la metodologia utilizada por Oporta
(2017) y Alvarado-Artola y Dixon-Méndez (2010); de ganado bovino infestado naturalmente
con garrapatas y criado extensivamente en pasturas naturales y sin aplicacion de bafios ni
medicamentos parenterales garrapaticidas previo de 60 dias, en la finca San Antonio ubicada en
la Comunidad Colonia Rio Rama, Municipio-El Coral Chontales, propiedad del Sr. Juan Lopez

Martinez.

En la identificacion taxondmica de los especimenes, se utilizé la clave pictorica por Benavidez
y Lopez (2005) y la clave dicotomica para la identificacion morfoldgica de familias, géneros y

especies de garrapatas, presentada por Dantas-Torres et al. (2019).

4.3 Infeccion y colonizacion de M. anisopliae en R. microplus

El proceso infeccioso en huevos y adultos de la garrapata R. microplus por M. anisopliae, fue
estudiado usando técnicas basicas de inoculacién, tincion y microscopia. Se realizd con el
objetivo de evidenciar las patologias, que ocurren en los tejidos y 6rganos de la garrapata R.

microplus, al ser parasitada por el hongo M. anisopliae.

4.3.1 Microscopia de luz compuesta, para el estudio de infeccion y colonizacion de M.
anisopliae en R. microplus

En la preparacion de las teleoginas para el estudio histopatoldgico se usé la metodologia

presentada por Valerio-Garcia et al., (2004). Se utilizaron 9 grupos, compuestos por 10
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teleoginas de R. microplus. En cada grupo, las teleoginas fueron lavadas con agua destilada
estéril y desinfectadas en solucion de hipoclorito de sodio al 1%. Los restos de hipoclorito de
sodio se eliminaron, enjuagando las teleoginas abundantemente con agua destilada estéril,

colocandolas luego en papel filtro estéril para eliminar el exceso de agua.

Las garrapatas adultas se inocularon mediante el método de inmersién durante 1 minuto, en una
cabina de bioseguridad Clase 2A, marca Labconco. Se utiliz6 una concentracion de 1x10%
conidios/ml de M. anisopliae, de dos semanas de edad, cultivado en Papa Dextrosa Agar (PDA)
en platos Petri de 90 mm, y se mantuvieron en camara hiimeda a 25°C, durante nueve dias. La

camara humeda consistié en papel filtro estéril y humedecido con agua destilada estéril.

Para determinar la concentracion de conidios se utilizé la metodologia sugerida por Monzén
(2001), mediante la camara Neubauer, contando el numero de conidios en los cuadrados

secundarios, procediendo a realizar el calculo mediante la siguiente féormula:

No.de conidios x ml = No de conidios en el cuadro * factor de camara *

factor de dilucion

Para ajustar la solucion a la concentracion deseada se us6 la formula presentada por Lecuona
(1996).

CfxVf
Ci

=Vi

Donde:

Cf = concentracion final
Vf = volumen final

Ci = concentracion inicial
Vi = volumen inicial

Se prepard un grupo testigo de 10 teleoginas, y se manejoé de la misma forma que el grupo de

histopatologia, pero sin realizar inoculacion con el hongo.

Las 10 hembras de cada grupo se colocaron en camara humeda en condiciones de humedad de
90 % y temperatura de 25 °C. Los tiempos de cosecha de cada grupo de teleoginas y sus
respectivos controles, se establecieron en una y 18 horas después de la inoculacion y luego cada

24 horas durante siete dias.
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Después del tiempo establecido las teleoginas se inyectaron por el espirdculo con una jeringa de
1 ml de capacidad, con 100 pl de formol al 10% y se colocaron en tubos eppendorf de 1ml, que
contenian formalina al 10%. Las teleoginas se dividieron en dos lotes: uno destinado a la
preparacion histologica y otra para la microscopia de luz. Cada lote estaba compuesto de cinco

teleoginas.

Las garrapatas utilizadas en microscopia de luz compuesta, se les retiro el tegumento y patas,
bajo el lente de un estereomicroscopio marca LW Scientific, modelo Z4; con el bisturi, se
realizaron cortes del tegumento y de las patas de R. microplus, de 0.5 mm?, que luego se tifieron
con azul de anilina 1% y se analizaron con el microscopio de luz, marca Motic, modelo Panthera
C, en busca de estructuras fungicas, como conidios y apresorios. Se tomaron microfotografias

en el rango de 40x a 1600x, con una camara Bio vid +1080 HD, en un monitor RCA, UHD 4K.

La revision se realiz6 a las 12 horas después de la inoculacion y posteriormente, cada 12 horas,
durante 96 horas consecutivas. Se registrd la presencia de conidios, asi como los lugares
anatomicos de la presencia de conidios, conidios germinados, crecimiento hifal, y los procesos

asociados con la infeccion de M. anisopliae en R. microplus.

4.3.2 Examinacion mediante microscopia de luz estereoscopica

Las garrapatas inoculadas se muestrearon cada 24 horas con un estereomicroscopio marca LW
Scientific, modelo Z4, durante 168 horas, registrando los signos y sintomas presentados por

efectos del hongo.

4.3.3 Histopatologia de la infeccion y colonizacion de M. anisopliae en R. microplus

Los cortes histologicos se prepararon de acuerdo a Saravia y Vindell (2013) y Valerio-Garcia et

al. (2004), de acuerdo a la siguiente metodologia:
1. Se lavaron los especimenes con agua destilada y se secaron con papel filtro

2. Se inyectd formalina 10 % PA (puro para andlisis) directamente a través de los
espiraculos y/o via anal en las hembras ingurgitadas a una dosis de 50 a 150 pl con una

jeringa de 1 ml y una aguja 25 g.
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3. Se disecciond bajo microscopio de diseccion con 15 X de aumento, usando hojas de
bisturi numero 11. Comenzando la incisiéon en el surco marginal, sin pasar por el
idiosoma y separar el escudo dorsal de los festones, continuando la incision en el surco
genital hasta el angulo escapular, luego se separa la capa con ayuda de pinzas de relojero
y asi exponer los 6rganos internos para ser conservados nuevamente en formalina 10 %

PA.

4. Para deshidratar los tejidos se pasaron por 2 alcoholes al 70 %, 1 alcohol al 80 %, 1

alcohol al 98 % y un alcohol al 100 % y dos parafinas, con 15 minutos entre cada pase.

5. Con la ayuda de la maquina incluidora en parafina, se procedid a la inclusion de los
tejidos en casette que se utilizan para formar bloques de parafina, apoyandose con el
mechero para evitar que el tejido se adhiera a las pinzas, las muestras incluidas se
refrigeraron por diez minutos para acelerar el proceso de solidificacion de la parafina,

los tejidos se cortaron de forma transversal y longitudinal.

6. Una vez los tejidos solidificados en los bloques, se procedid a realizar cortes con un
grosor de 3 a 5 micras, en el micrétomo marca Shandom y cuchillas de cortar marca

Leica.

7. Al finalizar los cortes estos se trasladaron al bano maria a 60 grados, para facilitar su
fijacién a los porta-objetos, luego los porta objetos se trasladan a un horno a una
temperatura de 60 ° C para fijar el tejido y remover el excedente de parafina, por un

periodo de 15 a 20 minutos.

4.3.4 Tincion de los cortes

1. Las muestras se sumergieron en xileno tres veces por tres minutos para limpiar el
exceso de parafina.

2. Después de lavadas con xileno, las muestras se sumergieron cinco veces durante 5
minutos en alcohol al 100 %.

3. Después se pasaron por hematoxilina por 10 segundos y se enjuagaron con agua, hasta

retirar el exceso de hematoxilina
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4. Posteriormente se sumergieron en hidroxido de amonio para que la coloracion de la
hematoxilina no sea retirada por la eosina

5. Las muestras se sumergieron en eosina durante 4 o 5 minutos.

6. Finalmente las muestras se sumergieron tres veces en alcohol al 100% por periodos
de dos o tres minutos cada uno.

7. Se colocaron nuevamente al horno a 60 °C por 10 minutos.

8. Para preservar la muestra se aplico balsamo de Canada hasta cubrirla y se colocé sobre
un cubre objeto. Después de 10 a 15 minutos de secado las ldminas ya estuvieron
listas para el microscopio.

Las laminas histologicas se analizaron con la ayuda de un microscopio marca Olympus

modelo BX50 Fluorescence y con un microscopio marca Motic, modelo Panthera C. Se

registrd y describio el dano ocasionado en los organos y tegumento, asi como las

diferentes células fungicas encontradas.

4.4. Capacidad de adhesion de conidios en el tegumento de la garrapata R. microplus

Veinte teleoginas se inocularon con 1x10® conidios/ml, mediante el método de inmersion; y se
mantuvieron en camara himeda a 24°C. Se realizo prueba de adhesion de conidios en 6rganos
externos de R. microplus, siguiendo la metodologia de Wang y Leger, (2007), mediante un

lavado con tween 80 al 0.05%.

Después de la incubacion durante ocho horas (para inducir la hinchazén de las esporas y el inicio
de la germinacion), las garrapatas se diseccionaron con la ayuda del estereomicroscopio y se
extrajo la cuticula y patas, ver figura 1.; en estos 6rganos se cont6 el nimero de conidios, en
cinco campos objetivos, con un microscopio optico bajo lente objetivo 40X y lente ocular 10X,
antes y después de lavar los conidios menos adherentes en Tween 80 al 0.05% durante un
minuto. La adherencia de conidios se estimd usando el nimero promedio de conidios por campo

objetivo después del lavado, en comparacion con el recuento promedio antes del lavado.
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Figura 1. Metodologia empleada para la prueba de capacidad de adhesion. a). inoculacion, b).
incubacion. ¢). Colocar bajo el lente del estereomicroscopio. d). Fijar con alfileres y retirar el
tegumento. e). Tegumento retirado. f). Andlisis del tegumento con el microscopio

4.5 Colonizacion de la hemolinfa de R. microplus por M. anisopliae

Para verificar la presencia de M. anisopliae en el hemocele de R. microplus, se extrajo hemolinfa

de 10 teleoginas, a los cinco o seis dias después de inoculadas.

La extraccion de la hemolinfa se realizd con ayuda de un microesteoreoscopio, pinzas, bisturi y

vasos capilares.

Se realiz6 un corte en la coxa del primer par de patas y con un tubo capilar se extrajo la
hemolinfa, se coloc6 en un portaobjeto y se dejo secar durante cinco minutos, luego se aplico

100 microlitros de la tincidn azul de anilina 1%, para tefiir estructuras fingicas.

La muestra se observo con un microscopio Optico, a una magnificacion de 64x,160x, 460x y
1600x, buscando estructuras como blastosporas, conidios e hifas de M. anisopliae. Se registrd

la presencia de cuerpos hifales, blastosporas y hemocitos.

4.5.1 Infeccion de M. anisopliae en ovario y ovocitos de R. microplus

Para el diagndstico de la infeccion en ovario y ovocitos de R. microplus se realizo la inoculacion
de 10 teleoginas, usando la misma metodologia del acéapite 4.4. A los 5 o 6 dias después de la
inoculaciébn con M. anisopliae, se procedid a diseccionar las teleoginas, siguiendo la
metodologia propuesta por Edwards et al. (2009) con algunas modificaciones; a continuacion,

se describe la metodologia.
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1. Se prepar6 una placa de Petri de 6 mm, vertiendo parafina derretida en el fondo y se dejo

enfriar hasta su solidificacion.

2. Se derriti6 la parafina aplicando calor brevemente al centro de la pequeia placa de Petri llena

de parafina, utilizando una cuchara caliente.

3. Una vez que la parafina estuvo tibia y comenzo6 a derretirse, se sujetoé suavemente la garrapata
con unas pinzas, presionando sus patas y ventrum en la parafina caliente inmovilizandola y

restringiendo sus patas.

4. La garrapata se cubrid con una gota de solucion salina tamponada con fosfato (PBS), para

evitar la desecacion de los tejidos.

5. Se retird el scutum con un microbisturi cortando primero a través del escudo dorsal en el

punto mas anterior, justo distal a la base del capitulo.

6. Se continu6 cortando alrededor del borde del scutum, insertando el microbisturi en la parte
posterior del tegumento, levantando el exoesqueleto dorsal utilizando unas pinzas sostenidas en
una mano mientras disecciona cuidadosamente los musculos y el tejido conectivo, conectados

con el microbisturi en la otra mano, cortando el dorso y retirindolo por completo.

7. En este punto, el tejido conjuntivo y las trdqueas son evidentes y, por lo general, deben

extirparse para observar estructuras mas profundas.

8. Observar las glandulas salivales anteriores. Estas son estructuras claras con forma de uva en
el extremo proximal de la garrapata. También hay otros conjuntos de glandulas salivales

ubicadas cerca del intestino medio.
9. Observar el intestino. El intestino es una estructura en forma de arana de color rojo oscuro.

10. Se pueden observar traqueas que se originan en las placas espiraculares y deben diferenciarse

de los tibulos de Malpighi.

11. Observar los tubulos de Malpighi. Estos tabulos son estructuras claras, delgadas y en forma

de tubo que a menudo contienen urea, que aparece blanca dentro de los tubulos. El tejido
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conectivo o las traqueas también pueden parecer blancas, pero son planas y tenues en lugar de
tener forma de tubo. Las traqueas se originan en las placas espiraculares, pero el tejido conectivo

a menudo carece de una organizacidn obvia.

12. Observar los ovarios. Aparecen como una estructura en forma de U invertida distal al saco
rectal. Luego de obtener los ovarios y ovocitos, estos se colocaron en un portaobjetos y se

tifieron con azul de anilina, para su observacion al microscopio con los objetivos de 4 y 10 X.

4.5.2 Histopatologia de la infeccion y colonizacion por M. anisopliae en huevos de R.
microplus

Los huevos se tomaron de la oviposicion de garrapatas inoculadas con M. anisopliae. Los
huevos colonizados por M. anisopliae, se colocaron en portaobjeto y se tifieron con azul de
anilina, para visualizar hifas y o células fingicas, se observaron al microscopio de luz a 40, 100,

400 y 1000 X.

Ademas, se tomaron huevos con presencia del hongo, y se colocaron en tubos eppendort que
contenian un ml de formol al 10%, para su preservacion y posterior analisis histopatologico. Los
cortes histologicos y las tinciones se realizaron a como se explica en los acépites 4.3.3 y 4.3.4.

Este mismo procedimiento se realiz6 con huevos de garrapatas no inoculadas con M. anisopliae.

Para el analisis de las laminas histologicas se utilizd un microscopio marca Olympus modelo
BX50 Fluorescence y con un microscopio marca Motic, modelo Panthera C. Se registro y
describio el dafio ocasionado en los huevos infectados, asi como las diferentes células fungicas

encontradas en los huevos.

4.6 Variables evaluadas

a) Tiempo (momento) de germinacién del hongo en el cuerpo de la garrapata, después de
la inoculacion (d.i).

b) Tiempo (momento) de penetracion del hongo en el cuerpo de la garrapata d.i.

¢) tiempo de muerte de la garrapata d.i.

d) organos y tejidos de R. microplus afectados por M. anisopliae

e) Presencia o ausencia de M. anisopliae en los tejidos de R. microplus

f) Parasitismo de M. anisopliae en huevos de R. microplus
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4.7 Recoleccion de datos

Los datos de la infeccion y colonizacion se realizaron al momento del muestreo de las garrapatas
inoculadas, registrandose los procesos ocurridos, asi como el tiempo en que se presentaban los
eventos. De los cortes histoldgicos se tomo nota de la descripcion del dafio realizado por M.

anisopliae.

4.8 Analisis de datos

Los datos de adhesion se cuantificaron y promediaron, el registro de informacion de infeccion
colonizacién e histologia, se realizo mediante descripcion de los eventos ocurridos en la

garrapata
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V. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Infeccion y colonizacion de M. anisopliae en R. microplus
5.1.1 Examinacion mediante microscopia de luz estereoscopica

Las garrapatas inoculadas con M. anisopliae y muestreadas durante 175 h, mostraron signos
externos de infeccion por el hongo. Las garrapatas no infectadas presentaban una cuticula
translticida, a través de la cual se podia ver el movimiento de los tibulos de Malpighi. Este signo
vital fue usado para determinar la muerte de la garrapata, estos mismos resultados encontraron

(Leemon y Jonsson, 2012), al estudiar la invasion de M. anisopliae en R. microplus.

Las garrapatas inoculadas con agua destilada estéril, no presentaron infeccién por hongos e
iniciaron la oviposicion entre el dia dos y tres después del tratamiento, los huevos se aglutinaron
formando una masa. Las garrapatas tratadas con el hongo iniciaron la oviposicion, sin embargo,
esta no se completo, ya que las teleoginas se enfermaron y murieron por efecto del hongo (figura
2. a), evitando que los nutrientes adquiridos durante la alimentacion de la garrapata, fuesen
usados para su reproduccion, este comportamiento se ha observado en garrapatas tratadas con
hongos como Beauveria bassiana e Isaria fumosorosea, el hongo al afectar los 6rganos internos
de la garrapata, esta disminuye la oviposicion y al ocasionar su muerte, la oviposicion se

interrumpe (Oporta, 2017).

A medida que la infeccion por el hongo progresaba, la cuticula perdi6 el brillo y se tornd débil
y un liquido emanaba de las lesiones ocasionadas por el hongo, principalmente en las areas mas
degradada de la cuticula (figura 2b). Este debilitamiento de la cuticula se debe principalmente a
la produccion enzimatica de quitinasas, lipasas y proteasas, asi como el dafio mecénico de la
presion y alimentacion de las hifas del hongo (San-Aw, yMun-Hue, 2017). Al respecto Leemon
y Jonsson (2012), reportaron este fendmeno en garrapatas R. microplus inoculadas con M.
anisopliae; asi mismo Arruda et al. (2005) estudiando las alteraciones morfoldgicas ocurridas
en R. microplus cuando es colonizada por M. anisopliae, encontraron sitios en la cuticula donde

se observa una depresion suave en el punto de penetracion del apresorio.

En nuestro estudio observamos que las garrapatas inoculadas con M. anisopliae la mayoria

murieron entre las 120 y 168 horas después de la inoculacion. Estos resultados se reportaron por
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Oporta (2017), al evaluar la mortalidad en R. microplus aplicando diferentes concentraciones
de conidios de M. anisopliae, y por Leemon y Jonsson (2012), al estudiar los efectos patologicos
de M. anisopliae en R. microplus. Se considerd que las garrapatas habian muerto cuando ocurria

el cese del movimiento de los tubulos de Malpighi (Leemon y Jonsson, 2012).

En la cuticula de las garrapatas inoculadas se present6 una emergencia de hifas entre las 120 y
168 horas, a menudo un dia anterior de la colonizacion externa, algunas garrapatas presentaban
signos vitales, pasado 24 horas, la proliferacion hifal se extendia por todo el cuerpo de la
garrapata (figura 2a y 2b). Las hifas presentaban ramificacion y entrecruzamiento hasta

convertirse en un denso micelio, la conidiogénesis se inicid 120 h después de la inoculacion.

La conidiogénesis era evidente por la coloracion verde que se iba acrecentando en el micelio
que cubria el cuerpo de la garrapata (figura 2b. A medida que se producian conidios, el hongo
continuaba la alimentacién, ya que la garrapata primeramente estaba hinchada, pero
transcurridas 36 a 48 horas después de colonizada externamente, era convertida en una momia
de aspecto seco y duro y los conidios se agrupaban como en forma de galleta. Al realizar un
movimiento minimo al cuerpo momificado, los conidios facilmente se desprendian del cuerpo

de la garrapata (figura 2c).

Esta fase de alimentacion se considera saprofitica, ya que el organismo del que el hongo se
alimenta ha muerto, se observa que el hongo absorbe los nutrientes del cadaver, y los utiliza
para seguir su reproduccion, esto debido al incremento de micelio y esporas presentes en el
cadaver de la garrapata (San-Aw y Mun-Hue, 2017). La garrapata totalmente momificada,
unicamente se reconocia por la presencia del escudo dorsal, hipostoma y los 4 pares de patas. a
diferencia de las garrapatas inoculadas con agua destilada estéril no presentaron infeccion por
hongos y unicamente murieron entre los 3 y 5 dias después de finalizada la oviposicion (figura

3).
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Figura 2. Progresion de signos externos de la Infeccion por M. anisopliae en R.
microplus. a). Micelio de M. anisopliae emergiendo en la cuticula de R. microplus y
nula o poca oviposicion en las hembras infectadas, la flecha sefiala los pocos huevos
ovipositados antes de la colonizacion. b). Liquido emergiendo del cuerpo de la garrapata
debido al debilitamiento de la cuticula. c¢). inicio de la conidiogénesis. d). Fase
reproductiva y saprofitica de M. anisopliae que finaliza con la momificacion de R.
microplus.
Las garrapatas inoculadas con agua destilada estéril, iniciaron a ovipositar entre los dos y tres
dias después de inoculados, sin embargo a los 15 y 18 dias luego de la inoculacion, algunos
especimenes, todavia realizaban oviposicion, en la fase de finalizacion de oviposicion,
presentaban aspecto sano ( figura 3a y 3b) y la totalidad del contenido del cuerpo de la hembra

era convertido a huevos, los cuales a medida que se expulsaban se aglomeraban, formando

masas, la eclosion de los huevos ocurrio entre los 28 y 30 dias después de la inoculacion.
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Figura 3. Garrapatas tratadas con agua destilada estéril. a). Garrapata con aspecto sano
sin presentar infeccion por hongos. b). Hembra en plena oviposicion y tubos de Malpighi
activos. La flecha sefiala los tubos de Malpighi. c¢). Masa de huevos de aspecto normal.
d). Incubacion de huevos y desarrollo embrionario e). Eclosion de huevos y salida de
larva. f). Larva emergente de R. microplus.

33



5.2 Capacidad de adhesion de M. anisopliae en la cuticula de R. microplus

El porcentaje de conidios adheridos al tegumento de R. microplus fue del 98%. Los conidios
una vez adheridos no se separaron de la cuticula, al contrario, continuaron el desarrollo de su
ciclo biologico, como es la geminacion, la germinacion inicio entre las 14 y 18 horas después
de la inoculacion. Los conidios se encontraron adheridos en las patas, zonas inter segmentales,
area ventral y dorsal de R. microplus, ver figura 4b. Hallazgos similares fueron reportados por
Arruda et al. (2005), reportaron que los conidios de M. anisopliae se adhieren cualquier sitio de

R. microplus; sin embargo, observaron cierto grado de preferencia en las patas de la garrapata.

La capacidad de adherirse al tegumento de R. microplus fue del 98 %, considerandose una alta
capacidad de adhesion. Mientras que el niumero de conidios contados en el campo del
microscopio fue de 78.6 y la adhesion de conidios por campo fue del 77.4. De forma general
unicamente el 2 % de los conidios adheridos al tegumento fueron removidos por el efecto

quimico del Tween 80. Consideramos que esta cepa fungica tiene gran potencial de adhesion.

Figura 4. Adhesion de conidios de M. anisopliae en la cuticula de R. microplus después del
lavado con tween 80. A.). Conidios adheridos en el borde de la cuticula, 400X. B.). Conidios
germinados y adheridos en la pata de R. microplus, 400X. C. conidio germinado y adherido en
area intersegmental de una pata de R. microplus, 400X.

Wang y Leger. (2007) realizando ensayos de adhesion de conidios de M. anisopliae mostraron
que mas de 90% de los conidios se adhirieron a la cuticula de langosta, Orthopthera: Caelifera ,

epidermis de cebolla, alas de mosca y epidermis de apio.
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M.anisopliae contiene los genes MAD1 y MAD?2. Estos genes son los principales responsables
de la capacidad de M. anisopliae para adherirse a insectos hospederos y superficies de plantas

(Wang y Leger, 2007).

La capacidad de un patogeno de artropodos de adherirse a su hospedero es vital para que tenga
éxito en ocasionar la enfermedad. La adhesina MADI1 y las hidrofobinas se encargan de la
adherencia a la cuticula. La union entre el conidio y el tegumento se consolida mediante el
mucilago extracelular. Las adhesinas contienen regiones ricas en treonina-prolina que median
la adhesion y sitios de anclaje de glicosilfosfatidilinositol que localizan las proteinas en la

membrana plasmatica (Leger y Wang, 2020).

Wang y Leger (2007) afirman que el gen MAD1 es esencial para que ocurra la adhesion. Segiin
estos autores la expresion de MADI1 permitio que las células de levadura se adhirieran a la
cuticula del insecto, mientras que la pérdida de MAD1 en Metarhizium robertsii ocasiond
disminucion de la adhesion a la cuticula del insecto, y ademas disminucion de la germinacion y

la produccién de blastosporas.

El reconocimiento y la adherencia a la superficie del hospedero son los pasos iniciales clave
para la colonizacion. Las interacciones hidrofobicas mediadas por las hidrofobinas son
responsables de la adherencia inicial de los conidios a la cuticula del artrépodo hospedero

(Zheng et al., 2012).

A medida que las esporas se hinchan o hidratan antes de la germinacion, la capa de hidrofobina
se desintegra y se depositan nuevos materiales en la pared celular del hongo (Binneck et al.,
2019). Esto coincide con la aparicion de MADI, lo que sugiere que su papel en la adhesion es
reemplazar las hidrofobinas con interacciones mas estrechas y especificas. El gen MADI es
indispensable para que se d¢ una infeccion de M. anisopliae en la garrapata (Wang y Leger,

2007).

5.3 Microscopia de luz compuesta, para el estudio de infeccion y colonizacion de M.
anisopliae en R. microplus

El analisis microscépico de luz, permitié ver conidios de M. anisopliae adheridos a la cuticula

de la garrapata, después de seis horas de inoculadas. Se encontr6 conidios de M. anisopliae
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adheridos en el area ventral, patas y setas. Los conidios adheridos, empezaron a germinar entre
las 14 y 24 horas después de la inoculacion (figura 5). En este sentido Leemon y Jonsson (2012),
describieron la adhesion de M. anisopliae en R. microplus, y reportaron que los conidios se

adhieren a la superficie de la garrapata 6 h después de la inoculacion,

Cuando las garrapatas se sumergieron en una suspension de conidios, los conidios se adhirieron
facilmente a la superficie (figura 5a) y se distribuyeron entre las superficies de garrapatas
ventrales y dorsales. Aunque los conidios estan distribuidos de manera desigual, se observo

mayor cantidad de conidios en la superficie de las patas de la garrapata.

Algunos conidios se adhirieron a setas, los cuales germinaron y se enrollaron en la seta, en busca
de la cuticula, algunos tubos germinativos parecian estar penetrando directamente en la
superficie de la garrapata. A las 48 horas en la zona de penetracion se observa cierto mucilago
extracelular, mientras que otros mostraron un crecimiento direccional hacia los poros asociados
con las setas en la superficie de la garrapata. Al respecto Leemon y Jonsson (2012) indicaron
este fendomeno, 24 horas después de la inoculacion, ademas la cuticula de la garrapata debajo
del mucilago extracelular que rodea las hifas fiungicas parecia estar erosionada en algunas partes.
La diferencia en el tiempo de penetracion puede variar dependiendo la patogenicidad y

virulencia de cada aislado.

48 horas después de la inoculacion, se presentd un crecimiento de hifas en la superficie de la
garrapata (figura 7f). Las hifas comenzaron a entrecruzarse para formar agrupaciones, se
observaban rodeadas de un mucilago extracelular, Leemon y Jonsson (2012), reportaron este

fenomeno al estudiar el proceso de invasion de M. anisopliae en R. microplus.

Se encontro6 conidios de M. anisopliae adheridos en el area ventral, patas, areas intersegmentales
y setas de la garrapata. los conidios formaron apresorios y produjeron enzimas que degradaron
el tegumento. Se evidencid la penetracion de M. anmisopliae en patas de R. microplus

aproximadamente a las 36 horas después de la inoculacion figura 7G.

La invasién de tejidos adyacentes por hifas se observd mediante microscopia Optica

confirmando capacidad de M. anisopliae para infectar y ocasionar patologias en R. microplus.
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Los ovarios presentaron colonizacion por hifas de M. anisopliae. Los primeros signos de

conidiogénesis se observaron a las 100 horas después de la inoculacion.

Figura 5. Adhesion y germinacion de conidios de M. anisopliae a) Conidio adherido en la uia
de R. microplus 160x. b)) Conidio de M. anisopliae germinando en el tarso de R. microplus
(1600x).

Arruda et al. (2005) estudiaron la interaccion de M. anisopliae con R. microplus y describieron
los procesos implicados para que ocurra la infeccion. El primer paso es la adhesion de conidios
a la cuticula, continuando con la germinacion de conidios, formacién de apresorios y

penetracion a través de la cuticula.

Veinticuatro horas después de la infeccion se adhieren conidios y comienza la germinacion en
la superficie de la garrapata. En este momento, los conidios se diferencian para formar
apresorios que ejercen presion mecanica y activan la secrecion de enzimas hidroliticas que
conducen a la penetracion. Estos resultados son iguales a los encontrados en nuestro estudio.
Ademas, reportaron que la penetracion masiva de las hifas en el cuerpo de la garrapata, ocurre
72 h después de la inoculacion, y después de 96 h, las hifas comienzan a emerger de la superficie

de la cuticula para formar conidios (Arruda et al., 2005).

37



Todos los parasitos, incluidos los hongos, producen proteinasas para preparar al hospedero
infectado, como fuente de nutrientes y para degradar las moléculas de defensa del hospedero

(Arruda et al., 2005).

Figura 6. Microfotografia del tegumento de R. microplus. El circulo amarillo indica la extrusion
de una hifa de M. anisopliae, que rompe la cuticula de R. microplus, continuando su crecimiento
y desarrollo externamente. Magnificacion 1600X.

En la figura 6 se observa la extrusion de hifas de M. anisopliae del tegumento de R. microplus,
5 dias después de la infeccion. Alrededor de las hifas se observa un halo que recuerda la
produccion enzimatica. La cuticula se observa degradada y 4reas completamente

desnaturalizadas, perdiendo su integridad.

El proceso de infeccion implica los siguientes eventos: (i) adherencia de las conidios a la
cuticula del hospedero a través de una delgada capa mucilaginosa después de 24 h post-
infeccion; (ii) la germinacion de las conidios y el desarrollo de un tubo germinal que coloniza
la superficie de la cuticula dentro de las 24-48 h posteriores a la infeccion; (iii) penetracion del
tubo germinal en la cuticula de la garrapata dentro de las 24-48 h posteriores a la infeccion; (iv)
colonizacion de la cuticula y aparicion del hongo en la superficie cuticular dentro de las 72-96

h posteriores a la infeccion (Arruda et al., 2005).
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Figura 7. Microfotografia del proceso de infeccion de M. anisopliae en R. microplus. a) Adhesion de
conidio en una seta. b). Germinacion de conidio y enrollamiento en seta, extendiéndose en la cuticula,
magnificacion 400X. c¢). Germinacion de conidios en el borde de la cuticula y desarrollo del tubo
germinativo, 400X. d). Conidios sin germinar y germinados en la cuticula, se observa el mucilago
extracelular en el extremo del apresorio. 400X. e.). Crecimiento y penetracion en la cuticula. E.).
Degradacion enzimatica y penetracion de M. anisopliae en el tegumento de R. microplus, 1000X. f.).
Proliferacion hifal en cuticula, horas después de la germinacion del conidio. g.). Invasion de hifas de
M. anisopliae en el tegumento de R. microplus. Leyenda. Co: conidio, Apr: apresorio, St: seta, Tb:
Tubo germinativo, Mec: mucilago extracelular, Pth: penetracion hifal.
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5.4 Infeccion de M. anisopliae en ovario y ovocitos de R. microplus

Los huevos fueron colonizados por M. anisopliae, la membrana perdi6 su integridad a medida
que la infeccién por el hongo avanzaba (figura 8a), los huevos no eclosionaron (figura 8c y 9a);
se encontro células gigantes (figura 9 d y 9e), hifas y conidiogénesis de M. anisopliae en el
corion del huevo (figura 8a, 8b, 8c y 8d). Estos resultados demuestran el parasitismo de M.

anisopliae sobre huevos y adultos de R. microplus.

Los huevos infectados y colonizados por M. anisopliae, presentaron deformacion y
achatamiento (figura 9c), esto se debe a la extraccion de los nutrientes que el huevo contiene,
en su lugar ocurri6 una reproduccion de M. anisopliae con abundantes conidios. Los ovarios de
R. microplus también fueron colonizados por M. anisopliae. Al respecto (Ment et al., 2010), al
inocular huevos de garrapatas con M. anisopliae encontraron que el corion del huevo fue
cubierto por una densa capa de células gigantes, de 3 a 7 um) de largo y de 2 a 6 um) de ancho,
que producian conidioforos en forma de candelabro, y observaron la conidiogénesis en la

superficie del huevo entre 7 y 9 dias después de la inoculacion.

Los ovocitos en desarrollo y huevos en desarrollo embrionario de garrapatas no infectadas con
M. anisopliae, se desarrollaron completamente, se evidencio la integridad del corion, asi como
la division de células, hasta el desarrollo del embrion, que presenta 3 pares de patas dentro del
huevo ver figura 10. Resultados similares reporté Oporta (2017), huevos que provenian de
grupos de garrapatas infectadas con Beauveria bassiana e Isaria fumosorosea, estos no
eclosionaron y se cubrieron de micelio, mientras que los huevos que provenian de garrapatas no

infectadas, lograban eclosionar.
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Figura. 8. a). Huevo de R. microplus infectado con M. anisopliae 8 dias después de la
oviposicion, se observan numerosas hifas que emergen del vitelo y atraviesan el corion 100x.
b) Hifas emergiendo del corion del huevo, 400X. c¢) Masa de huevos colonizada por M.
anisopliae, se observan aglomeracion de conidios en el corion del huevo, 40X. d) Corion del
huevo con adhesion de numerosos conidios de M. anisopliae, 400X.
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Figura 9. Huevos de R. microplus infectados y dafiados por efecto del parasitismo de M.
anisopliae. a) Masa de huevos adherida en la parte anterior de R. microplus, presenta
huevos afectados y colonizados por M. anisopliae, 20 x. b) Huevo totalmente cubierto de
hifas, 160X. c¢) Huevo infectado por M. anisopliae, el corion se observa dafiado y la
totalidad del huevo esta deforme debido a la extraccion de nutrientes,160X. d) Células
gigantes y conidios de M. anisopliae en el corion del huevo, 640X. e) Células gigantes y
conidios adheridos al corion del huevo, 1600X.
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Figura 10. Ovario y ovocitos en desarrollo, no infectados por M. anisopliae. a) Ovario sano
de R. microplus con ovocitos en desarrollo, la membrana celular se observa integra, 100X. b)
Ovocito en division celular con su membrana externa integra, 400x. c). Intestino y ovocito,
100X d) Ovocito tefiido con de azul de anilina, no se observan hongos, 100X. e) Ovocitos en
desarrollo sin afectacion, 100X. f) Intestino de aspecto sano,100X. g) Glandulas salivales de
apariencia normal, 400X. h) Huevo embrionado de aspecto normal, préoximo a la eclosion.
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5.5 Colonizacion de la hemolinfa de R. microplus por M. anisopliae

En la hemolinfa extraida de las garrapatas inoculadas con M. anisopliae, se observd mediante
microscopia de luz de campo claro, estructuras fingicas, tales como cuerpos hifales y una fase
levaduriforme en gemacion, llamadas blastosporas, asi como hemocitos que son células del

sistema inmune de la garrapata, ver figura 11.

Resultados similares se han encontrado en garrapatas adultas de R. microplus después de la
inyeccion con conidios y/o blastosporas de M. anisopliae (Fiorotti de Paulo et al., 2018), asi
como en Galleria mellonella, infectado con Beauveria bassiana, en el que se observd
crecimiento de hifas en la hemolinfa de las larvas, ademas de células del sistema inmunitario
como plasmatocitos y granulocitos, entre las 120 y 144 horas (Vertyporokh et al., 2020),
(Dostert et al., 2005).

Una respuesta inmune comienza con el reconocimiento de patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMP). Después de llegar a la hemolinfa M. anisopliae cambia de hifas a
blastosporas; esto permite reducir el nimero de (PAMP), es decir, minimiza el reconocimiento
por parte de los hemocitos, asi como sus respuestas de defensas (Tartar et al., 2005). Se ha
reportado que las hifas de M. anisopliae para evitar ser reconocidas por hemocitos, dependen
de un gen MCL1 (Metarhizium collagen likeprotein), y que este se expresa pocos minutos

después que el patogeno entra en contacto con la hemolinfa (Wang y Leger, 20006).

En nuestro estudio no se observaron hemocitos encapsulando hifas o blastosporas, ni hifas
rodeadas o destruidas por células inmunitarias de la garrapata. El gen MCL1 de M. anisopliae
codifica una proteina de tres dominios y comprende una region N-terminal hidroéfila, cargada
negativamente con 14 residuos de cisteina, funcionando como una capa protectora anti adhesiva
contra la fagocitosis y la encapsulacion, ya que su naturaleza hidrofila con carga negativa lo
hace poco atractiva para los hemocitos, ademas enmascara los componentes estructurales

antigénicos de la pared celular de M. anisopliae como los B-glucanos (Wang y Leger, 2006).

A pesar de que no se conoce que las garrapatas pueden desarrollar una respuesta inmunitaria
adquirida y suplir la necesidad de un sistema inmunologico, estos artrépodos tienen bien
desarrollado un sistema inmunitario innato que permite respuestas rapidas y generales, incluido

el mediado por células, contra agentes infecciosos (Marmaras y Lampropoulou, 2009). Los
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hemocitos son células circulantes de la hemolinfa, un liquido de los invertebrados, andlogo a la
sangre de los vertebrados. Los hemocitos también se pueden encontrar incorporados en tejidos

y en 6rganos como el cuerpo graso, nefrocitos y glandulas salivales (Sterba et al., 2011).

Los hemocitos son esenciales para los estudios que involucran fagocitosis, nodulacion y

procesos de encapsulacion (Fiorotti de Paulo et al., 2018; Dostert et al., 2005).

La presencia de estructuras reproductivas del hongo en el hemocele de la garrapata nos indica
una infeccion exitosa, el hecho de encontrar dos tipos de estructuras fungicas nos indica la
capacidad del hongo de cambiar de formas en un ambiente estresante, ya que la disponibilidad

de oxigeno en el interior de la garrapata es escasa.

La fase levaduriforme que se reproduce con éxito en el interior de la garrapata, ya que, al no
tener una pared celular, no es reconocida por los hemocitos como un agente infectante. Ademas
de la produccion de toxinas que pueden afectar diferentes o6rganos y procesos vitales en la
garrapata. Después de que M. anisopliae ha absorbido el cuerpo graso y la trehalosa, este inicia

su fase de produccion de hifas y colonizacién interna en la garrapata.

El éxito de la invasion y colonizacion de M. anisopliae en R. microplus, se debe a los
mecanismos moleculares, que utiliza para adaptarse al entorno estresante a como es la
hemolinfa. Teniendo que superar las barreras de la presion osmotica de la hemolinfa. M.
anisopliae posee un gen homologo al osmosensor de levadura SHO1, que esta regulado al alza
en hemolinfa de insectos y condiciones artificiales de alta presion osmoética. El gen fue

designado Mos1 para Metarhizium osmosensor- omo proteina (Wang et al., 2008).

Una comprension de las respuestas inmunitarias inducidas por hongos, identificaria las defensas
de los insectos y los factores de patogenicidad de los hongos, que podrian manipularse para

acelerar la muerte del hospedero en un escenario de control bioldgico.
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Figura 11. Estructuras fingicas e inmunogénicas encontradas en la hemolinfa de R. microplus.
a) Hifas en crecimiento, de aspecto normal y multinucleadas, y hemocito de aspecto normal que
conserva su integridad celular,1000X. b) Hemocito de aspecto normal con gran ntcleo 1600 X.
c¢) Célula levaduriforme en gemacién 1000X. d) Hifa multinucleada en crecimiento 1000X.
Leyenda: tab: tabique, n: nucleo, br: brote, pc: pared celular, hf: hifa, mb: membrana celular,
mn: membrana nuclear, he: hemocito.

5.6. Histopatologia de la infeccion y colonizacion de M. anisopliae en R. microplus

En las ldminas histologicas se logrd identificar el tegumento y sus diferentes capas que lo
componen. La tincion hematoxilina y eosina resulto ser util para el diagnostico y descripcion
del estado actual del tejido tegumentario, describiéndose la epicuticula, (ecx) exocuticula, (enc)
endocuticula, (prc) procuticula, (csc) capa subcuticular, (cp) canal de poros, (ce) células
epiteliales, (ctc) células de tejido conectivo, (n) nicleo, (nu) nucléolo y (t) Traquea, con aspecto
normal, sin presentar afectaciones patologicas en las garrapatas del grupo control, figura 12 a'y

12b.

Resultados similares encontré Remedio et al., (2014) al estudiar los cambios estructurales que

ocurren en el tegumento de hembras de R. sanguineus alimentadas completamente.
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El tegumento estd compuesto, desde el exterior al interior de tres regiones distintas: cuticula,
epidermis y tejido conjuntivo, que sirve de soporte a las células epiteliales. Entre la cuticula y
la epidermis se encuentra una capa acelular subcuticular. La cuticula es la porciéon acelular

externa del tegumento, que cubre el cuerpo de la garrapata (Remedio et al., 2014).

La cuticula presenta tres capas evidentes: endocuticula, exocuticula y epicuticula, siendo esta

ultima una capa mas fina que cubre las dos anteriores, que juntos forman la procuticula.

La procuticula se divide en otras dos capas bien diferenciadas: la endocuticula, cerca de la
epidermis, y la exocuticula, en contacto con la epicuticula. La epidermis esta compuesta por un
epitelio no estratificado con células ctibicas que varia en tamafio segun la etapa de alimentacion.
De los no alimentados a la etapa congestionada, la cuticula no muestra gran variacion en su
espesor, pero la diferenciacion en las capas de la procuticula es mas evidente (Remedio et al.,

2014).

Figura 12. Cuticula de R. microplus adulta sin infeccion por M. anisopliae. a y b. corte
histologico del tegumento de R. microplus (teleogina) tefiido con hematoxilina y eosina.
Leyendas: (epc) epicuticula, (ecx) exocuticula, (enc) endocuticula, (prc) procuticula, (csc) capa
subcuticular, (cp) canal de poros, (ce) células epiteliales, (ctc) células de tejido conectivo, (n)
nucleo, (nu) nucléolo, (t) Traquea. Magnificacion 400x

En la revision de los cortes histologicos de garrapatas inoculadas con M. anisopliae y tefiidos
con PAS, encontramos destruccion de la cuticula y afeccion de los oviductos, asi como dafios a

la estructura basal del intestino, el epitelio intestinal presentaba vacuolizacion, ver figura 14.
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En los tubos de Malpighi, oviductos, glandulas salivales y cuticula, se observo desorganizacion
celular debido a dafios causados por hongo, M. anisopliae atravesé la cuticula y colonizo la

totalidad del cuerpo interno de la garrapata, mediante crecimiento hifal, ver figura 13.

Resultados similares reportaron Valerio-Garcia et al., (2004), al estudiar el efecto de M.
anisopliae en garrapatas R. sanguineus. Después de la penetracion el hongo invadi6 el cuerpo
de la garrapata, aparentemente sin preferencia a tejidos especificos. Entre las lesiones de los

tejidos internos reportaron, la ruptura la pared intestinal y la fuga de contenido del hemocele.

Los conidios de M. anisopliae se encontraron adheridos en la cuticula se observan de color rosa.
La invasion de la cuticula del huésped se produce por penetracion directa. Después de formar
las estructuras de penetracion, el hongo atraviesa la epicuticula y se desarrolla en la transicion
entre el epi- y las procuticulas. observamos la ruptura de epicuticula, una masa de hifas
esclerotizada deforma por completo la estructura de la cuticula, alterando su composicion, como

lo evidencia la alteracidon de su tincion PAS.

Arruda et al. (2005) describieron que el crecimiento denso de las hifas, dentro de la procuticula
y entre éste y la epicuticula causan una desorganizacion extensa de las capas de la cuticula, con

una intensa invasion de la cavidad del cuerpo.

Pathak y Kulshrestha. (1998) describieron en Blattella germanica (Blattodea: Blattellidae)
infectadas por Aspergillus flavus, que los 6rganos afectados fueron el tubo digestivo, los cuerpos
grasos, las fibras musculares, los tibulos de Malpighi y las células neurosecretoras cerebrales y
que la luz del canal alimentario (lumen) estaba totalmente ocupada por las hifas 60 h después
de la infeccion. Schneider et al. (2013) observaron que el micelio de M. anisopliae en
lepidopteros, cubre todo el interior del cuerpo del hospedero en 72 h, formando una masa de

hifas ademas de la degradacion de los tejidos de la pupa.
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Figura 13. Corte histologico de R. microplus infectada con M. anisopliae. a) Conidios adheridos
a la cuticula 12 horas después de la inoculacion. b) Hifas que atraviesan y destruyen la estructura
del tegumento, perdiendo su integridad, se observa abundantes conidios. c¢) Hifas colonizando
tubos de Malpighi, corte cuticular fuertemente invadido de hifas compactas que reemplazan el
tejido tegumentario, se observa interaccion del contenido intestinal con hifas. d) Degradacion
enzimatica de la cuticula y colonizacion fungica. €) Crecimiento hifal y posterior conidiogénesis,
se observa conidi6foro y la esclerotizacion hifal. f) En los espacios menos esclerotizados se
observan hifas libres y conidios, mientras que en las areas mas esclerotizadas se observa un
patron de invasion y esclerotizacion de las hifas fungicas, reemplazando la estructura
tegumentaria. Magnificacion 400X. 5 dias después de la inoculacion. Leyenda. Conidios: co,
hifas: hi, hifas esclerotisadas: he, contenido intestinal: ¢ int, degradacion enzimatica: d.enz,
conididforo: cf.
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Figura 14. Tejido intestinal con presencia de hifas fingicas. a) Hifas en el espacio intestinal, la
flecha sefala las hifas. 400 X. b) Hifas en espacio intestinal 1000X.Tincién PAS

5.6.1Histopatologia de la infeccion y colonizacion por M. anisopliae en huevos de R.
microplus

Figura 15. Corte transversal de un huevo de garrapata R. microplus infectado con M. anisopliae,
tincion acido periodico pash. a) Hifas presentes en el huevo tefiidas de coloracion rosa,
reemplazan el contenido interno del huevo y en la membrana externa formacion de conidiéforo
vista 100x b) Conidiéforo de M. anisopliae formado en el huevo de R. microplus, se presentan
el Co= conidio, fidlide. Tincidn acida peryddico pash, magnificacion 1000X.
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En nuestra investigacion encontramos huevos de garrapatas infectados de forma natural (sin
inoculacién artificial) por M. anisopliae, estos huevos provenian de garrapatas adultas
inoculadas con M. anisopliae, los cuales podrian haberse infectado en el ovario de la garrapata,
o bien de las hifas que se desarrollaron en la cuticula cuando son ovipositados, ya que estan en
pleno contacto con la garrapata. Los érganos infectados con M. anisopliae podrian servir de
in6culo, al estar en intimo contacto con los huevos que se desarrollan en el ovario de R.
microplus, al respecto se ha reportado la infeccion del ovario de R. microplus por M. anisopliae

(Fiorotti de Paulo et al., 2018).

Los ovocitos antes de ser fecundados pudieron infectarse por M. anisopliae, a través del
micropilo. El micropilo es un poro del corion por donde penetra el esperma, el micropilo
atraviesa todo el corion hasta llegar al ovocito, permitiendo la fecundacioén (Hilker y Meiners.,

2002).

El huevo estd formado por ovocito con nutrientes o yema, envuelto por la membrana vitelina
que contiene mas nutrientes. La yema es rica en vitelogenina, y glucégeno. Se llama vitelo a
los nutrientes dentro del huevo que alimentan al embrion. La capa que recubre el huevo se llama
corion, el corion tiene funcion protectora, de intercambio de gases y también minimiza la
pérdida de agua. El corion se compone de dos capas: el endocorion y el exocorion (Hilker y

Meiners., 2002).

Al respecto se ha reportado de hongos como Scopulariopsis brevicaulis (Sacc.) que forma parte
de la microbiota interna, de la garrapata Americana del perro, Dermacentor variabilis. Este
hongo aparentemente se adquiere mientras los huevos estdn en la cdmara genital, en lugar de
transovaricamente, y luego se transmite a larvas, ninfas y adultos transestadialmente. Como
hongo primario, S. brevicaulis puede conferir una ventaja protectora contra hongos secundarios
evitando infecciones entomopatdgenas, favoreciendo asi la abundancia y distribucion de D.

variabilis (Benoit y Yoder, 2004).

La histologia revelo el desarrollo de hifas que colonizaban el interior y exterior del huevo, figura
15 ay b, se evidencio la reproduccion del hongo, este form6 conididéforos y conidios en la capa
externa del huevo figuras 15. ay b. el contenido interno del huevo de R. microplus se encontraba

denso y ocupado por las hifas de M. anisopliae, color rojo figuras 15ayb.
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Resultados similares encontraron Ment et al. (2010) al inocular huevos de R. annulatus, el hongo
emergid de los huevos y formo conididéforos y conidios externamente sobre los huevos muertos.
En nuestro estudio observamos la ruptura del corién del huevo de R. microplus debido a la
emergencia del hongo, en la proximidad al corion se observd una concentracion de hifas, que
formaban una masa empaquetada, como micelio compacto. En la histologia no se observé
células en desarrollo ni formacién del embrion. El hongo coloniza totalmente el huevo,
alimentandose de los nutrientes. Sin embargo, en los huevos de garrapatas no inoculadas con M.

anisopliae no se encontrd afectacion por hongos.

El mecanismo de penetracion de M. anisopliae en huevos de la garrapata Rhipicephalus
sanguineus en condiciones ambientales 6ptimas, asi como las lesiones provocadas en el interior
de los huevos infectados, fueron descritos por Valerio-Garcia et al., (2005). La infeccion de los
huevos de garrapata por M. anisopliae involucra eventos comunes, como adhesion, germinacion
de conidios, formacion de apresorios, invasion y desarrollo dentro de los huevos (Ment et al.,
2010). Sin embargo, la etapa final del desarrollo fingico difiere segun las condiciones

ambientales.

Los huevos recién ovipositados de R. microplus, no infectados con hongos son ligeramente
marrones, ovalados, y cubierto con una capa de cera protectora, en contraste con la deformacion

y achatamiento, opacidad cuando son colonizados internamente por hifas de M. anisopliae.

Gindin et al. (2009) evaluaron el efecto ovicida de Metarhizium sp en huevos de tres especies
de garrapatas, (Acari: Ixodidae) Hyalomma excavatum (Koch), Rhipicephalus (Boophilus)
annulatus (Say), y Rhipicephalus sanguineus (Latereille), redujeron los porcentajes de eclosion
de los huevos de las tres especies de garrapatas al 0 - 32% en comparacion con el 80 al 90% en

los huevos de control.

Los huevos de garrapata més viejos son mas susceptibles a la infeccion por hongos que las recién
puestas y la susceptibilidad de los huevos a la infeccion fingica depende de la especie fingica

y su aislado, asi como de la especie de garrapata (Gindin et al., 2009).

Los hongos entomopatdgenos pueden penetrar, actuando como hifas de "busqueda". En otros

acaros como el Tetranichus urticae, aparte de la penetracion normal, los tubos germinativos del
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hongo 1. fumosorosea se incrustaron en la cascara del huevo, esto conllevo a la interrupcion del

desarrollo embrionario a las 48-96 horas después de la inoculacion (Zhang et al., 2014).

En nuestro estudio los huevos no infectados presentaron un desarrollo embrionario normal y se
complet6 la escision del huevo, hasta la formacion del embrion entre los 19 y 25 dias después
de la oviposicion (Figs. 16 A y B). Sin embargo, los huevos ovipositados por R. microplus
inoculadas con M. anisopliae, presentaron micelio en su superficie entre los seis y nueve dias

después de ovipositados.

Los huevos infectados presentaron contraccion, cambio de coloracion y muerte embrionaria,
una cavidad mas ancha entre el corién del huevo y el embrion, ademas de la contraccion del
embrion; esto variaba a menudo avanzaba la colonizacion fungica ver figura 16 ¢ a f. Como
resultado el embridon resultdé gravemente dafado, en comparacion con el embrion bien
desarrollado en el control. La contraccion de los huevos de é4caros infectados por hongos
entomopatogenos fue observada por Zhang et al., (2014) en T.urticae y (Shi y Feng, 2004), en
Tetranychus cinnabarinus (Acari: Tetranychidae) indicando que el desarrollo embrionario fue

interrumpido por la infeccion fingica.

Las actividades ovicidas de M. anisopliae en los huevos de R. microplus se atribuyen a la
interrupcion de los embriones en desarrollo, debido a la penetracion de M. anisopliae en el
corion y posterior absorcion de los nutrientes del huevo. Nuestros hallazgos agregan
conocimiento sobre la infeccion y reproduccion del hongo M. anisopliae en huevos de la
garrapata R. microplus, este conocimiento podria mejorar el disefio de estrategias de aplicacion

de este hongo en campo, para el manejo de las garrapatas en potreros y el hospedero.
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Figura 16. Seccion transversal de un huevo de garrapata. a) Exocorion delineado por el tubérculo
central, (la flecha sefiala el Exocorion). b) Extension de la banda germinal (la flecha indica la banda
germinal) horas después de iniciado el desarrollo embrionario. ¢) Micelio de M. anisopliae en el
contenido interno del huevo. d) hifas emergiendo del huevo a través de la capa externa y
abundantes conidios en la parte externa. e) Crecimiento y aglomeracion de hifas en la parte interna
del huevo. f) Hifas en desarrollo que colonizan las células del huevo ocasionando la interrupcion
de la formacion del embrion.
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VI. CONCLUSIONES

La infeccion por M. anisopliae en garrapatas, ocurre primeramente en el tegumento; con la
adhesion y germinacion del conidio. A medida que la infeccién por el hongo progresa, la
cuticula de la garrapata pierde el brillo y se torna débil. un liquido emana de las lesiones

ocasionadas por el hongo, principalmente en las dreas més degradadas de la cuticula.

La adhesion de conidios de M. anisopliae a la cuticula fue del 98%. Los huevos de garrapatas
fueron parasitados por M. anisopliae y no eclosionaron. El achatamiento y la muerte
embrionaria fue caracteristico en los huevos infectados por M. anisopliae. El hongo M.

anisopliae destruye la cuticula, afecta los oviductos y dafia la estructura basal del intestino.

En los tubos de Malpighi, oviductos, glandulas salivales y cuticula, se observé desorganizacion
celular debido a dafios causados por hongo, M. anisopliae atraves6 la cuticula y colonizé la
totalidad del cuerpo interno de la garrapata, mediante crecimiento hifal. El dafio ocasionado a
dos estados del ciclo biologico de R. microplus, abre camino a la generacion de nuevos
garrapaticidas de origen microbianos, amigables con el medio ambiente e inocuos a la salud

animal y humana.
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VII. RECOMENDACIONES

Realizar estudios de eficacia biologica con M. anisopliae en condiciones de campo

Realizar transformados de M. anisopliae con la proteina verde fluorescente para el monitoreo
en campo, después de aplicarse en la garrapata.
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