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RESUMEN

La garrapata comun del ganado bovino (Rhipicephalus microplus) es considerada uno
de los problemas sanitarios con mas impacto econémico en la ganaderia de Uruguay
desde hace ya muchos afios. Esto es debido a la disminucion de la produccion de
carne y leche, transmision de enfermedades con consecuente muerte de animales y
altos costos de control. El uso indiscriminado de productos quimicos para controlar
dicho ectoparasito ha favorecido a la generacion de resistencia. Alternativas
emergentes que utilizan métodos de control biol6gicos de la garrapata favorecen a la
preservacion de la salud humana y del ecosistema. Este trabajo tuvo como objetivo
investigar y describir las alteraciones macro e histopatolégicas provocadas por el
hongo entomopatdgeno Metarhizium anisopliae en las garrapatas R. microplus. El
ensayo se realizo sobre garrapatas colectadas de bovinos infectados naturalmente
de un predio de Tacuarembd, Uruguay, llevando a cabo los trabajos de laboratorio en
la Plataforma de Salud Animal (PSA), Instituto Nacional de Investigacion
Agropecuaria (INIA) Tacuarembd. Las garrapatas fueron divididas en grupo control y
tratamiento, las tratadas se expusieron a una suspension de conidios conocida de M.
anisopliae y fueron incubadas en condiciones controladas durante distintos periodos
de tiempo (24, 48, 72, 96 y 240 horas). Se realizaron observaciones macroscoépicas y
andlisis histolégicos. Tanto en el analisis macro como histologico s6lo se encontraron
alteraciones evidentes en la muestra que estuvo 96 horas en incubacién. Se concluyo
qgue en el ensayo realizado en este trabajo el hongo M. anisopliae demostré ser
infectivo y mortal para R. microplus bajo condiciones controladas, con cambios
significativos observados a las 96 horas de incubacion. Estos resultados respaldan el
potencial del control biolégico de garrapatas mediante M. anisopliae, asi como
continuar con la busqueda de métodos que favorezcan la accion del hongo en el
hébitat natural de las garrapatas, mejorando asi la eficacia del control bioldgico en
condiciones de campo.



SUMMARY

The common cattle tick (Rhipicephalus microplus) is considered one of the most
economically impactful health issues in Uruguay's livestock industry for many years.
This is due to decreased meat and milk production, the transmission of diseases
resulting in animal deaths, and high control costs. The indiscriminate use of chemical
products to control this ectoparasite has contributed to the development of resistance.
Emerging alternatives using biological control methods for ticks help preserve human
health and the ecosystem. This study aimed to investigate and describe the macro-
and histopathological alterations caused by the entomopathogenic fungus
Metarhizium anisopliae in Rhipicephalus microplus ticks. The experiment was
conducted on ticks collected from naturally infected cattle from a farm in Tacuarembo,
Uruguay, with laboratory work carried out at PSA, INIA Tacuarembd. The ticks were
divided into a control and a treatment group, with the treated ones exposed to a known
suspension of M. anisopliae conidia and incubated under controlled conditions for
various time periods (24, 48, 72, 96, and 240 hours). Macroscopic observations and
histological analyses were conducted. Both macro- and histological analyses revealed
significant alterations only in the sample incubated for 96 hours. It was concluded that,
in the experiment conducted in this study, M. anisopliae proved to be infective and
lethal to R. microplus under controlled conditions, with significant changes observed
at 96 hours of incubation. These results support the potential of biological tick control
through M. anisopliae and encourage the continued search for methods that enhance
the fungus's effectiveness in the natural habitat of ticks, thereby improving biological
control efficacy in field conditions.



INTRODUCCION

Las garrapatas son ectoparasitos hematofagos, conocidos por causar lesiones
dérmicas (Melo et al., 2024) y por transmitir patdgenos responsables de diferentes
enfermedades en animales domésticos, silvestres y humanos (Camargo et al., 2016).
Dichas enfermedades varian en cuanto a su agente etiolégico, gravedad, ciclos
biolégicos y consecuencias, siendo algunas zoonosis, por ejemplo, la rickettsiosis
transmitida por Amblyomma triste, con importancia en lo que respecta a la salud
publica, y otras produciendo grandes pérdidas econdémicas en animales de
produccién, como lo son las enfermedades transmitidas por Rhipicephalus microplus
en los paises ganaderos (Camargo et al., 2016, Venzal y Nava, 2011).

Rhipicephalus microplus, conocida como la garrapata comun del ganado bovino, es
considerada la garrapata mas importante del ganado vacuno a nivel mundial. Se
distribuye en las regiones tropicales y subtropicales, siendo originaria de la India y de
caracter endémico en gran parte de Asia tropical y subtropical, el nordeste de
Australia, Madagascar, el sudeste de Africa, América Central y del Sur, entre ellos
Uruguay (Fraser, Bergeron, Mays y Aiello, 1993).

Dichos parésitos son hematofagos, causando dafios a los bovinos de manera directa
provocando lesiones a nivel cutdneo y disminuyendo la produccion de carne y leche.
Asi como dafos indirectos a través de la transmision de protozoarios, los cuales
provocan enfermedades como la babesiosis (Babesia bovis y Babesia bigemina) y la
anaplasmosis (Anaplasma marginale), siendo este Ultimo aspecto de mayor
relevancia (Solari, Dutra y Quintana, 2013).

En Uruguay, las condiciones climaticas son propicias para el desarrollo de este
parasito durante ciertos momentos del afio. Esto ha llevado a que la garrapata coman
del ganado vacuno sea uno de los principales problemas sanitarios en la ganaderia
uruguaya, causando pérdidas significativas. Estas pérdidas fueron estimadas (Avila,
1998) en 32,8 millones de dolares anuales, dado por pérdidas productivas, campafias
de control, costos de tratamientos, dafio en cueros y por las consecuencias de las
enfermedades transmitidas. A la fecha, se estiman que estas pérdidas podrian rondar
los 45 millones de ddlares (Miraballes, Riet, Fuellis y Araoz, 2018).

La lucha contra la garrapata en el Uruguay lleva una larga data, comenzando en el
afo 1910 donde se promulgd la Ley N° 3606. Posteriormente, en 1956, se promulgo
la Ley N° 12293, declarando a la garrapata como una plaga nacional, obligando a los
propietarios y tenedores de ganado a contribuir con su erradicacion segun lo
dispuesto por dicha ley y entre otros puntos, prohibiendo el transito de animales con
garrapata en todo el territorio nacional, independientemente del grado de evolucion
del parasito. En 2008, se publico la Ley N° 18.268, que declard de interés nacional la
lucha contra la garrapata comun del ganado bovino, incluyendo bajo el mismo marco
normativo las enfermedades infecciosas de los animales transmitidas por
ectoparasitos, como B. bovis, B. bigemina y A. marginale (Uruguay, 2008). Esta ley
también establecio la divisidn del territorio nacional en zonas o areas libres y de
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control, teniendo en cuenta los factores epidemiolégicos, productivos, ecoldgicos,
socioecondmicos y geograficos (Figura 1).
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Figura 1. Mapa de Uruguay que muestra distintas regiones segun la prevalencia de
garrapatas. (Region A) presencia de garrapatas del ganado ha sido continua durante
los ultimos 100 afios. (Region B); la presencia de garrapatas del ganado ha sido
variable a lo largo de los afios; (Area libre) los brotes son esporadicos y las
infestaciones de garrapatas deben ser eliminadas por ley. Miraballes et al. (2019).

En las zonas libres no estan presente la garrapata mientras que en las zonas control
region Ay B), la garrapata se encuentra presente y la autoridad sanitaria establece
medidas para disminuir la prevalencia de esta, asi como las enfermedades que
transmite y zonas de erradicacion donde la autoridad sanitaria establece medidas
para lograr el estatus de area libre (Errico et al., 2009).

En nuestro pais y el mundo existen distintas estrategias en lo que respecta al control
yl/o erradicacion de la garrapata. Entre ellas las que han sido mas utilizada son en
base al uso de productos quimicos (ixodicidas) (Redondo et al., 1999), asociado a la
epidemiologia de esta especie. Estudios realizados en nuestro pais (Cardozo, Nari,
Franchi, Lopez y Donatti, 1984) han demostrado que existen en promedio 3
generaciones por afio de garrapatas con una interrupcion en invierno, pudiendo tener
alguna variacion dependiendo del clima (factor afo).

El control quimico se ha vuelto ineficaz en algunas regiones debido a la aparicion de
garrapatas resistentes a estos productos, siendo esto beneficiado por su uso
indiscriminado, la subdosificacion y otras malas practicas (Fonseca y Alcides, 2015).

A raiz de esto se han buscado diferentes alternativas (tratamientos no quimicos) para
la reduccién del uso de productos garrapaticidas. Entre ellas se encuentra el uso
animales con caracteristicas raciales mas resistentes (Bos indicus), manejos
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estratégicos de las pasturas, la inmunizacion a través de vacunas comerciales y el
control biolégico a través de hongos entomopatdgenos, los cuales se hara mas
énfasis.

Estos organismos han ganado terreno no solo por ser una opcion distinta a la
utilizacion de productos quimicos, sino también porque reducen el impacto ambiental
y los riesgos para la salud asociados con su uso. Contribuyendo asi a los objetivos
de “Una Sola Salud”, al abordar de manera integral los problemas de salud animal,
ambiental y humana. Sumado a esto, se presenta también como una alternativa mas
orgénica, en un mercado global que exige cada vez mas la produccién sustentable.
Estos organismos son conocidos por su gran capacidad de regular las poblaciones
de insectos, gracias a su gran habilidad de infectar artrépodos como R. microplus,
Ixodes scapularis, Rhipicephalus sanguineus y Amblyomma maculatum (Walquiria,
Lubeck, Schran y Henning Vainstein, 2005).

Dentro de los géneros de hongos entomopatdégenos mayormente estudiados para el
uso en el control de la garrapata comun del ganado bovino se encuentran los géneros
Metarhizium spp., Lecanicillium spp. y Beauveria spp. Estos organismos logran
penetrar al hospedador de manera directa a través del integumento, lo que la
diferencia de otros microorganismos como virus o bacterias los cuales deben ser
ingeridos para provocar la infeccion (Hajek y St, Leger 1994). Durante el proceso
infeccioso, las esporas/conidios del hongo se adhieren a la cuticula del insecto, luego
germinan y liberan un tubo germinativo que penetra la cuticula. A partir de ahi, el
hongo se desarrolla y crece dentro del cuerpo del insecto, causando dafio mecénico
o produciendo toxinas que contribuyen a la muerte del hospedero. Este hongo va a
producir nuevas esporas que quedan en el entorno dispersadas, permitiendo la
infeccidon de nuevos hospederos y la continuacion de su ciclo de vida (Hajek y St,
Leger, 1994).

Diversos estudios in vitro y pruebas de campo han demostrado la eficacia de estos
hongos, no solo siendo capaces de causar la muerte de varias especies de
garrapatas, sino que también reduciendo las poblaciones a través de los efectos
negativos que causan a nivel de la reproduccion de estos insectos (Fernandes y
Bittencourt, 2008). El objetivo de nuestro trabajo fue describir como se dan dichos
cambios tanto macro como histolégicos en garrapatas R. microplus al ser infectados
por hongos de la especie Metarhizium spp.
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REVISION BIBLIOGRAFICA
1 Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1888).

1.1 Generalidades

Las garrapatas son ectopardsitos obligatorios que pertenecen al phylum Artrépoda,
clase Aracnida, subclase Acari, orden Ixodida. (Murell y Barker, 2003). Rhipicephalus
(Boophilus) microplus, conocida como garrapata comun del ganado bovino, es un
parasito hematdfago perteneciente a la familia Ixodidae (garrapatas duras), una de
las tres familias (Argasidae y Nuttalliellidae) que conforman a las cerca de 999
especies de garrapatas que han sido identificadas en el mundo (Lopez y Bentancourt,
2024). Esta asociada principalmente a los bovinos, aunque también puede parasitar
a otros mamiferos domésticos y silvestres (Campos Pereira y Labruna, 2008). La
distribucién mundial de esta garrapata abarca regiones tropicales y subtropicales. Es
endémica en el subcontinente indio, gran parte de Asia tropical y subtropical,
Madagascar, el sureste de Africa, el Caribe, México y varios paises de América
Central y del Sur (Wharton,1974) (Figura 2). Si bien fue considerada como establecida
en el noreste de Australia, actualmente la especie corresponde a Rhipicephalus
(Boophilus) australis (Estada-Pefia et al., 2012).

Figura 2. Distribucién mundial de Rhipicephalus microplus (Wharton,
1974).

1.2 Ciclo Biolbgico

El ciclo biolégico de R. microplus es monoxeno, ya que se desarrolla en un solo
hospedero y parasita principalmente a bovinos. Este ciclo consta de dos etapas: una
etapa de vida libre, que ocurre en el ambiente, y otra etapa de vida parasitaria sobre
el huésped (Fiel y Nari, 2013) (Figura 3).
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La etapa de vida libre, también llamada extra parasitaria, comienza cuando la
Teleogina (hembra ingurgitada) cae del hospedero al suelo para comenzar con
oviposicion. El periodo entre el desprendimiento y el inicio de la oviposicion se
denomina protoquia, y su duracion depende de las condiciones climéticas. En agosto,
con temperaturas promedio de 16 a 19°C, este periodo puede durar de 25 a 51 dias.
Sin embargo, durante el verano, cuando las temperaturas aumentan, este periodo
disminuye de 2 a 3 dias, segun registros realizados en Artigas, Cerro Largo y
Tacuarembd (Cardozo et al., 1984). Durante el periodo de oviposicion (ootoquia) el
tiempo transcurrido es de 14 dias en condiciones 6ptimas (Fiel y Nari, 2013). Sin
embargo, este periodo puede extenderse mas del triple cuando las condiciones son
adversas. Incluso en invierno, con temperaturas muy bajas, el ciclo extra parasitario
puede verse interrumpido (Nufiez, Cobefas y Moltedo, 1982).

En este tiempo, la garrapata puede llegar a poner de 1000 a 4500 huevos, los cuales
van a eclosionar a larvas que luego contaminaran las pasturas, dando asi inicio a la
etapa parasitaria (Nufiez et al., 1982). El ciclo parasitario se divide en tres etapas:
larval, ninfa y adulta. Este ciclo comienza cuando las larvas detectan y suben al
huésped, donde se alimentan pasando a metalarva a los 3 a 4 dias desde el comienzo
del ciclo. Luego mudan a ninfa a los 7 a 9 dias, aproximadamente. Estas ninfas se
caracterizan por medir 1mm, presentar cuatro pares de patas y tres hileras de dientes
a cada lado del hipostoma. Siguiente a esto muda a metaninfa, la cual mide de 2.5 a
4 mm y se caracteriza por presentar una doble envoltura de quitina (Nufiez et al.,
1982).

La etapa adulta comienza alrededor del dia 13 o 14 del ciclo. Durante esta fase, la
garrapata presenta cuatro pares de patas y a diferencia de las ninfas, cuatro pares de
dientes a cada lado de la linea media del hipostoma. Es en esta etapa cuando
comienza la diferenciacion sexual (Fiel y Nari, 2013). Las hembras contindan su ciclo,
pasando de Neogina a Partenogina, etapa en la que esperan a ser fecundadas por el
macho. Luego, pasan a ser teleogina, en la cual succionan grandes cantidades de
sangre en pocas horas antes de caer al suelo, generalmente alrededor del dia 21 al
23 del ciclo. En contraste, los machos pueden vivir hasta 40 dias, son altamente
moviles y se desprenden varias veces para fecundar a varias hembras (Nufiez et al.,
1982). Una vez que la teleogina esta en el suelo, vuelve a comenzar la etapa extra
parasitaria- no parasitica.
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Figura 3. Ciclo parasitario de R. microplus (Nufiez et al., 1982).

Estudios acerca de la epidemiologia de esta especie en el Uruguay (Nari et al,
1979) han demostrado un marcado comportamiento de la garrapata en tres
generaciones por afio, con una interrupcion en el invierno. De esta manera, estos
investigadores (Fiel y Nari, 2013) desarrollaron un modelo epidemioldgico que permite
resumir conceptualmente el nimero de generaciones que se presentan por afio y
cémo se desarrolla la dinamica poblacional (Figura 4). Este modelo ha sido util para
proporcionar un marco técnico sobre el tema y a partir de él han surgido diferentes
estrategias de control desarrolladas actualmente.

La primera generacién comienza a fines del invierno (agosto) donde las temperaturas
comienzan a ser mas propicias para el desarrollo del ciclo hasta el mes de noviembre,
y se origina a partir de aquellas larvas que se encontraban inactivas y sobrevivieron
el invierno. Durante este tiempo la poblacién de garrapatas es baja, siendo de 3 a 4
garrapatas por animal, con la excepcion de algun predio con problema de resistencia
donde puede alcanzar hasta 100 por animal (Fiel y Nari, 2013). La segunda
generacion va desde noviembre a febrero, donde la poblacién de garrapatas es mayor
al de la primera. Durante el otofio se da la tercera generacion donde la cantidad de
garrapatas es critica, pudiendo encontrarse hasta 400 ejemplares por animal. Esta
Ultima generacion no solo tiene implicancia por los dafios que puede causar durante
ese momento, sino que van a ser las responsables de formar la primera generacion
de la temporada siguiente.
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Figura 4. Modelo epidemiol6gico conceptual de B. microplus (Cuore y Solari, 2022).

1.3 Anatomia de la garrapata

Lo que respecta al tamafio de Rhipicephalus microplus, en el caso de los machos
pueden alcanzar entre 2.5y 3.5 mm de largo, mientras que las hembras pueden llegar
a medir entre 3.5y 5 mm (Nufez y col., 1982).

Poseen un engrosamiento en la cuticula llamado escudo dorsal, este esta compuesto
por lipidos, proteinas y quitina lo que le da dureza y resistencia al mismo, actuando
como barrera primaria de proteccién (Olhagaray, 2018). La cuticula estd compuesta
por tres capas evidentes: epicuticula, exocuticula y endocuticula (Figura 5). El escudo
dorsal presenta patrones caracteristicos que pueden ayudar en la identificacion de la
especie y varian dependiendo del sexo y del estado de alimentacién de la garrapata.

Epicuticula

Exocuticula
Mesocuticula

Cuticuia
Endocuticula

Epidermis

Membrana basal

Figura 5. Diagrama de la cuticula de R. microplus (Hackman, 1982).
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Su cuerpo estd acompafiado de 8 patas (6 en larva) (Figura 6), especializadas con
garras para afirmarse al huésped. Presenta un aparato bucal adaptado para perforar
la piel de su huésped y alimentarse de su sangre. Este esta conformado por
queliceros, hipostoma y palpos. Los queliceros son estructuras en forma de pinzas
encargadas de perforar la piel del huésped y mantenerse sujeto durante la
alimentacion. El hipostoma presenta forma de aguja y es encargada de insertarse en
la piel para extraer sangre. Por otro lado, los palpos son 6rganos sensoriales ubicados
proéximos a la boca, capaces de detectar la temperatura y sustancias quimicas
emitidas por el huésped. Ademas de los palpos, R. microplus tiene un drgano
sensorial llamado Haller, que se encuentran en la parte anterior del cuerpo y son
sensibles a los cambios en la luz y la humedad del ambiente.

Figura 6. Visualizacion de R. microplus hembra: (A) vista dorsal, (B) vista ventral, (C)
vista ventral del capitulo (Nava et al., 2017).

Por otra parte, esta garrapata presenta glandulas salivales las cuales son importantes
ya que secretan sustancias que ayudan a disolver la sangre y suprimir la respuesta
inmune del huésped, facilitando la alimentacion continua. A través de la saliva son
transmitidos patégenos como los causantes de babesiosis y anaplasmosis (Parodi et
al., 2022; Tidwell et al., 2021). El sistema respiratorio esta compuesto por la traquea
la cual no solo se encarga del transporte de oxigeno a los érganos, sino también de
la eliminacion de CO2.

Al sistema digestivo lo compone el intestino medio, 6rgano mas largo del cuerpo de
la garrapata, y su funcion es almacenar la sangre digerida. También presenta un
preestomago encargado de secretar enzimas digestivas para la correcta digestion
de la sangre ingerida. Los tubulos de Malpighi son componentes adicionales del
sistema digestivo y sirven para consolidar los desechos nitrogenados y facilitar su
transporte hacia el saco rectal en forma de cristales de guanina (Tidwell et al.,
2021). El saco rectal se encuentra ubicado en la parte posterior del cuerpo de la
garrapata, cerca del ano y cumple un papel crucial en la excrecién de desechos y en
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el mantenimiento del equilibrio osmotico dentro del cuerpo del ectoparéasito (Figura
7).

En las hembras, el sistema reproductivo femenino consiste en la abertura genital, una
vagina dividida en dos partes (vestibular y cervical), receptaculo seminal, oviductos y
ovarios. Ademas, existen dos glandulas accesorias: la glandula lobular y la glandula
tubular las cuales se desarrollan después de la inseminacion (Tidwell et al., 2021).

Los machos también presentan una apertura genital, por donde va a liberar el
espermatéforo y transferirlo manualmente a través de sus partes bucales hacia la
apertura genital de la hembra (Tidwell et al, 2021). Lo que conecta la apertura genital
al resto del sistema reproductivo (testiculos, glandula accesoria y conducto deferente)
es el conducto eyaculador.

El sistema nervioso de la garrapata incluye un cerebro situado en la parte anterior del
cuerpo, asi como una serie de ganglios a lo largo del cuerpo que controlan las
funciones corporales (Tidwell et al, 2021).

Figura 7. Vista dorsal de hembra de R. microplus sumergida en PBS. [A] Hembra con
esqueleto removido (20x). [B] Hembra con el esqueleto levantado para visualizar la
anatomia interna (40x). BC: base del capitulo; MT: tibulos de Malpighi; Tr: traqueas;
MS: intestino medio; MD: diverticulo del intestino medio; RS: saco rectal: Go: érgano
de Gené; H: corazén; Sg: glandulas salivales. Extraido de Tidwell et al., 2021.

2 Métodos de control de R. microplus

Existen distintas estrategias en lo que respecta al control y/o erradicacion de la
garrapata en nuestro pais. Entre ellas la mas utilizada son las que tienen como base
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el uso de productos quimicos (acaricidas), teniendo en cuenta las distintas
generaciones del parasito.

2.1 Control guimico

El control quimico consiste en la utilizacion de acaricidas en momentos estratégicos,
considerando la dinamica poblacional que existe en Uruguay Y el ciclo biologico del
parasito. Los principales grupos quimicos utilizados son las lactonas macrociclicas,
organofosforados, piretroides sintéticos, amidinas, fenilpirazoles, fluazuron vy
recientemente las isoxazolinas (fluralaner).

Brevemente, repasando los diferentes mecanismos de accion de cada molécula, las
lactonas macrociclicas actian sobre los receptores GABA 18, aumentando la
permeabilidad de la membrana celular al cloro causando hiperpolarizacién y paralisis
de ectoparasito. En el caso de los organofosforados inhiben la enzima
acetilcolinesterasa. Los piretroides alteran los canales de sodio, estimulando las
células nerviosas produciendo repetidas descargas y eventuales casos de paralisis
(Ponce et al.,, 2016). Las amidinas, como por ejemplo el Amitraz, actan como
agonistas de la octopamina produciendo una sobreestimulacion de la sinapsis
octopaminergica. Los fenilpirazoles como lo es el fipronil, inhiben los receptores
GABA produciendo una hiperexcitabilidad. El fluazurédn, perteneciente al grupo de las
benzoilureas, las cuales interfieren en la formaciéon de quitina, impidiendo de esta
manera maduracion de huevos, larvas y ninfas, interrumpiendo la reproduccion y se
cortando el ciclo biologico del parasito (Rodriguez Vivas et al., 2010). Por ultimo, el
mecanismo de accién de las isoxazolinas consiste en bloquear los canales de cloro
regulados por GABA y &cido glutamico en el sistema nervioso de los parésitos
provocando una despolarizacion continua de las células nerviosas, lo que causa
hiperexcitacion, pardlisis y, finalmente, la muerte del parasito (Rodriguez Vivas et al.,
2020).

Con el correr de los afios, el uso indiscriminado de una misma molécula, asi como la
mala aplicacion de estas, han permitido a R. microplus desarrollar resistencia a la
mayoria de los acaricidas (Cuore y Solari, 2022). Es por esto que se han comenzado
a buscar diferentes estrategias para el combate a esta garrapata, como lo son
productos bioldgicos, vacunas, estrategias de manejo y utilizacion de otras razas.
Sumado a esto surgio el Control Integrado de Parasitos (CIP), lo cual busca combinar
las distintas herramientas previamente mencionadas, de manera planificada y
considerando la epidemiologia del parasito (Cuore y Solari, 2022).
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2.2 Control no guimico

2.2.1 Control genético

Este control se basa en la incorporacion de razas bovinas con mayor resistencia al
parasito como son los animales Bos indicus, en comparacion con Bos taurus
(Fonseca y Alcides, 2015).

2.2.2 Manejo de pasturas

Consiste en la rotacion de pasturas con el fin de darle un descanso obligado a cada
potrero o parcela, reduciendo el encuentro entre huésped/hospedador y de esta
manera las larvas activas de los ectoparasitos quedan expuestas a condiciones
desfavorables, como la falta de alimento y la deshidratacion, lo que disminuye su
supervivencia y su capacidad de infectar al ganado en futuros ciclos (Wilkinson,
1953).

2.2.3 Vacuna contra la garrapata

Esta ha sido una alternativa que ha demostrado eficacia en otras partes del mundo.
Dos vacunas comerciales que utilizan el antigeno recombinante oculto Bm86
(glicoproteina de membrana del intestino de la garrapata), han logrado buenos
resultados en planes de control integrado tanto en Cuba (Fonseca y Alcides, 2015)
como en Australia. Sin embargo, distintos ensayos realizados en nuestro pais con
dichas vacunas no demostraron niveles aceptables de proteccién (Cuore y Solari,
2019), por lo cual su desarrollo sigue siendo un desafio para el futuro.

2.2.4 Control biolbgico — Hongos entomopatdgenos

La estrategia implica el empleo de organismos vivos que actlian como depredadores
del parasito. Dentro de estos organismos se encuentran los hongos
entomopatdgenos. Estos hongos son conocidos por su gran capacidad de regular las
poblaciones de insectos, gracias a su gran habilidad de infectar artropodos como R.
microplus, Ixodes scapularis, Rhipicephalus sanguineus y Amblyomma maculatum
(Walkiria A., et al 2004). Dentro de los géneros de hongos entomopatdégenos
mayormente estudiados para el uso en el control de la garrapata comun del ganado
bovino se encuentran los géneros Metarhizium spp., Lecanicillium spp. y Beauveria
spp. (Rivas-Franco y Parodi, 2022).

El ciclo de vida de estos hongos consta de dos fases principales: una fase parasitica
y una fase saprofitica. En la fase parasitica, el hongo infecta al insecto y se desarrolla
dentro de su cuerpo, lo que eventualmente lleva a la muerte del hospedero. Después
de que el insecto muere, comienza la fase saprofitica, en la cual el hongo se alimenta
de la materia organica del insecto muerto y completa su ciclo de vida. Esta capacidad
de los hongos entomopatdégenos para sobrevivir y alimentarse de materia organica
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del suelo o de otros sustratos después de la muerte del insecto les permite actuar
como patdégenos facultativos. Es decir que pueden persistir y mantenerse en el medio
ambiente en ausencia de insectos para infectar (Hajek y St, Leger, 1994).

El logro de un programa exitoso de control biolégico de plagas mediante hongos
entomopatdégenos se fundamenta en varios aspectos clave. Estos incluyen la
produccion adecuada del inéculo para su aplicacion en el campo, la seleccion
meticulosa de cepas 0 aislados con una alta virulencia, un 6ptimo crecimiento y
capacidad de esporulacion, asi como una notable resistencia a las condiciones
ambientales adversas (Garcia et al., 2015).

Algunas experiencias en nuestro pais (Rodriguez et al., 2022) llevadas a cabo entre
2003 y 2020 en diferentes ensayos, han demostrado que estos hongos son una
alternativa viable. Dichos ensayos se realizaron sobre diferentes plagas, entre ellas
las garrapatas de ganado (R. microplus), plagas horticolas como Trialeurodes
vaporariorum y Bemicia tabacci, hormigas cortadoras y, hongos y bacterias que
causan enfermedades en los cultivos tales como Botrytis, Phitium, Peronospora y
Sclerotinia, entre otros. A partir de estos trabajos se lograron obtener mas de 20
aislamientos autéctonos de hongos patégenos, los cuales fueron empleados en mas
de 100 sistemas de produccion en diversas areas y ecosistemas del pais. Esto
demostré ser una alternativa viable desde perspectivas ecoldgicas, econémicas y
sociales, al tiempo que suplanta el uso de insumos quimicos sintéticos.

Por otro lado, Fernandes y Bittencourt (2008) publican una revision acerca de distintos
ensayos in vitro de distintos investigadores, mostrando resultados del uso de hongos
entomopatégeno en distintas garrapatas de Sudamérica, en distintos estados
evolutivos del parasito. Muestran que en un ensayo (Bittencourt et al., 1999), el
periodo de incubacion de los huevos aumentaba (23,5 - 23,8 a 29,4 - 39,5 dias), asi
como el tiempo de eclosion de estos (6 - 8 a 10,3 - 15 dias) respecto al grupo control
cuando se enfrentaban conidios de M. anisopliae con R. microplus. También sefialan
segun otros ensayos (Souza et al., 1999) que disminuye el % de eclosion de los
huevos de Amblyomma cajennense respecto al control (de 100% a 0,33 % de
eclosién) en concentracion altas de conidios (x108) de Beauveria bassiana.

En la misma revision (Fernandes y Bittencourt, 2008) evidencian algunos resultados
de ensayos en larvas. En uno de ellos (Melo et al., 2006), sobre larvas de R. microplus
expuestas en una suspension de conidios (108 de M. anisopliae, logrando
porcentajes de mortalidad entre un 97% a 99%, en comparacion al 1 a 2 % del grupo
control. Fernandes et al., 2006 enfrentd conidios (104 — 108) de B. bassiana a larvas
R. microplus y como resultado obtuvo un aumento en la mortalidad (16 — 100%
respectivamente) comparado con el control (10%), al dia 10 de tratamiento.

Otros trabajos que se describen en ninfas demuestran el aumento en la mortalidad al
ser tratada con dichos hongos, como es el estudio realizado por Reis et al. (2001),
donde concluyen que hay un aumento de 29 — 75% de mortalidad en garrapatas A.
cajennense tratados con una concentracion de conidios (10° - 108 respectivamente)
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de B. bassiana. En el caso de ensayos en garrapatas adultas, Posadas y Lecuona
(2007) evidenciaron la reducciéon de un 45 a 60 % en la produccion de huevos y una
disminucién de 46 a 69 % en la eclosion de estos, de garrapatas R. microplus en
suspensioén (108) de B. bassiana.

3 Metarhizium anisopliae

Esta especie es un hongo entomopatégeno verdadero anamorfo y facultativo, aislado
por primera vez en 1879 del escarabajo Anisoplia austriaca Herbst por Metchnikoff,
guien sugiere su uso por primera vez como agente microbiano para el control de
insectos (Ojeda-Chi et al., 2011). Al principio fue descrito como Entomophthora
anisopliae, y posteriormente como Metarhizium anisopliae por Soronki (1883)
(Olhagaray, 2018).

3.1 Biologia

Metahizium spp. estd ampliamente propagado en la naturaleza, siendo encontrado en
el suelo, en la rizosfera de las plantas o como parasito saprofito en cadaveres de
artropodos, asi como son parasitos de muchos insectos y garrapatas (Scharank y
Vainstein, 2010). Este hongo presenta muchas cepas las cuales varian en tamafio de
sus conidios y la especificidad de sus hospederos, provocando de esta manera que
sea muy diverso genéticamente (Figura 8). M. anisopliae var. anisopliae es la variedad
gue presenta mayor espectro de hospederos (Olhagaray, 2018).
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Figura 8. Biodiversidad de las diferentes cepas de Metarhizium anisopliae. Imagen
izquierda: morfologia de la colonia. Imagen derecha: Microscopio electronico de
barrido de conidiésporas, utilizado a la misma escala (Scharank y Vainstein, 2010).

Metarhizium se desarrolla vegetativamente a través de hifas que generan micelios y

conidios, los cuales son los propagadores infecciosos en los hospedadores de
artrépodos y en el medio de cultivo. Aunque M. anisopliae tiene un rango de
hospedadores amplio en general, cada cepa puede dirigirse solo a hospedadores
especificos (Scharank y Vainstein, 2010)

Respecto a las condiciones climaticas apropiadas para el hongo, las temperaturas
mas altas para el crecimiento de micelio son 37 — 40 °C (Rangel et al., 2005). Esto
coincide con la mayoria de los hongos entomopatdégenos, los cuales son
considerados mesofilicos, con crecimiento entre 10 y 40 °C. Por otro lado, la
temperatura maxima de germinacién para Metarhizium anisopliae var. anisopliae es
alrededor de 37 °C. Las mayores dificultades que encuentra el hongo son a
temperaturas muy elevadas en rangos de 49 a 60°C, aunque el dafio provocado por
las altas temperaturas depende de la humedad. Mientras altas temperaturas con alta
humedad causan desnaturalizacion de las proteinas y desorganizacion de las
membranas, altas temperaturas secas pueden producir dafio en el ADN llevando a la
despurinizacion (Rangel et al., 2005),

Si bien estas temperaturas extremas son dificiles de encontrar en nuestra region, se
ha descubierto que el hongo se enfrenta a un estrés cal6rico importante cuando  se
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asocia con insectos. Por ejemplo, cuando es usado para el control de la garrapata en
bovinos, los conidios pueden ser expuestos a temperaturas dérmicas de hasta 45° C
(Rangel et al., 2005).

3.2 Invasion y factores de virulencia

La infecciébn comienza con la deposicion de conidios en la cuticula del hospedador,
seguida por adherencia y, bajo condiciones adecuadas de humedad y temperatura,
la germinacion de las esporas. La invasion del cuerpo del insecto y del sistema
circulatorio (hemolinfa) ocurre una vez que el hongo ha atravesado la cuticula (Shah
y Pell, 2003). La adherencia es crucial para el inicio de la infeccién y esta dada por
interacciones hidrofébicas entre las proteinas de la superficie de la espora como lo
son las hidrofobinas (Fang, Pei y Bidochka, 2007), y la capa lipidica que cubre la
cuticula de la garrapata. La degradacion de lipidos también ha sido relacionada
recientemente con el crecimiento de M. anisopliae previo a la penetracion en la
cuticula del hospedador. Estas moléculas estan presentes en la epicuticula, la primera
barrera de defensa contra microorganismos patégenos del artrépodo, lo que resalta
la importancia de las enzimas lipoliticas en las etapas iniciales de la infeccidon. Se
sugiere que las lipasas producidas por M. anisopliae son las que participan en este
proceso (Schrank y Vainstein, 2010).

Durante el proceso de penetracion de la cuticula, el hongo secreta proteasas,
quitinasas y lipasas que degradan sus principales componentes (lipidos, proteinas y
quitina) permitiendo asi la penetracion de las hifas (Schrank y Vainstein M, 2010).
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Figura 9. Etapas de la infeccidon de M. anisopliae en garrapata (Schrank y Vainstein,
2010).

En la Figura 9 se muestran las distintas etapas de infeccién en una garrapata. (1)
Adherencia de los conidios a la cuticula del hospedador vista mediante microscopio
electronico de barrido (MEB) (2) Germinacion de los conidios, visto a través de MEB;
(3) Diferenciacion de tubulo germinal en apresorio mediante MEB; (4) Penetracion de
la cuticula, mediante MEB; (5) Diferenciacién de hifas en blastoporos, mediante
microscopio optico; (6) colonizacién del hospedero, mediante MEB; (7) extrusion
hacia la superficie del cadaver del hospedador, mediante MEB y (8) imagen de las
conidiésporas y la produccién de conidios en un cadaver de garrapata (Schrank y
Vainstein, 2010).

Al atravesar la cuticula (primera linea de defensa) el hongo debe superar la respuesta
inmune innata del artropodo. La mayoria de estos responden tanto de manera celular
como humoral ante una infeccion fungica, activandose esta cuando comienza la
degradacion de la cuticula. Los hongos cuentan con dos estrategias de defensa ante
las respuestas del hospedador; el desarrollo de formas de crecimiento cripticas que
permanecen ocultas a la respuesta inmune de artropodo, y la produccion de
sustancias inmunomoduladores que suprimen el sistema de defensa del hospedador
(Schrank y Vainstein, 2010). Wang y St Leger (2006) sugieren que la produccion de
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una proteina similar al colageno (MCL1) por parte del hongo es la encargada de evadir
la respuesta inmune.

Una vez que penetra en el organismo, las estructuras hifales van a colonizar la
hemolinfa, donde empiezan a consumir los nutrientes disponibles. Durante este
proceso, se generan toxinas conocidas como destruxinas, las cuales desempefian un
papel crucial en los efectos patdgenos, interfiriendo con los procesos de excrecion,
dificultando la movilizacién y reduciendo la capacidad de alimentacién del hospedador
(Schrank y Vainstein, 2010).

La colonizaciéon del hongo en los érganos del artrépodo se produce en la siguiente
secuencia: cuerpos grasosos, sistema digestivo, tubos de Malpighi, hipodermis,
sistema nervioso, musculos y traquea (Ojeda-Chiet et al., 2011). El proceso continua
con la colonizacion de la cuticula y la emergencia del hongo en la superficie cuticular
dentro de las 72-96 horas posteriores a la infeccion (Walkiria et al., 2005).

La muerte de la garrapata es a consecuencia de las micotoxinas, cambios patolégicos
en el hemocele, accidén histolitica y bloqueo mecanico del aparato digestivo,
secundario al crecimiento de las hifas (Ojeda-Chi et al., 2011) como fue mencionado
previamente. Luego de la muerte del artropodo y cuando las condiciones de humedad
relativa son adecuadas se produce la emergencia. Esta se realiza a través del
tegumento, donde crece en la superficie y esporula después de 48 a 60 h de la muerte
del hospedero (Ojeda-Chi et al., 2011).

Por otro lado, las garrapatas han desarrollado diversas estrategias para sobrevivir en
su entorno, incluida la capacidad de secretar una variedad de compuestos
bioquimicos para defenderse de patdégenos potenciales. En cuanto a la secrecion de
compuestos defensivos contra patdbgenos potenciales, esto puede ocurrir en varias
etapas del ciclo de vida de la garrapata, pero es especialmente critico durante las
etapas en las que estan expuestas a un mayor riesgo de infeccién, como cuando
estan buscando un huésped o alimentandose de sangre (de la Fuente, 2018). Dentro
de estos se encuentran los compuestos antifiUngicos como péptidos antimicrobianos,
lipidos, enzimas y otros metabolitos secundarios. Estas sustancias tienen la
capacidad de inhibir el crecimiento y la viabilidad de hongos y otros microorganismos,
lo que les proporciona a las garrapatas una ventaja competitiva en su habitat natural.
Cuando las garrapatas entran en contacto con M. anisopliae, las sustancias
antifangicas que secretan pueden desencadenar una serie de respuestas en el hongo.
Por un lado, inhibir directamente el crecimiento y la capacidad infectiva del hongo, asi
como inducir respuestas de defensa en el hongo, activando mecanismos de
resistencia que disminuyan su susceptibilidad a los compuestos antimicrobianos.
(Simo, Kazimirova, Richardson y Bonnet, 2017).

Por otro lado, si el parasito estd mudando, la germinaciéon se perdera con la muda lo
cual no favorece la infeccién (Vega et al., 2012).
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El estadio larvario de la garrapata surge como un punto critico en la interaccion entre
la garrapata y los hongos entomopatdgenos, investigaciones han revelado que este
estadio de desarrollo, debido a sus caracteristicas bioldégicas tiene una mayor
susceptibilidad a la colonizacién por hongos como el M. anisopliae (Samish, Ginsberg
y Glazer, 2004). La reducida dimension del cuerpo de las larvas de garrapata, en
comparacién con los estadios posteriores, conlleva una menor barrera fisica para la
penetracion y colonizacién por hongos entomopatdgenos. Esta circunstancia se ve
acentuada por la falta de un sistema inmunolégico completamente desarrollado en las
larvas, lo que las hace menos capaces de defenderse eficazmente contra las
infecciones fungicas (Samish et al., 2004).

Ademas, la limitada movilidad y la reducida capacidad de desprendimiento de las
larvas prolongan su exposicion a las esporas fungicas, favoreciendo asi la
colonizacion y establecimiento del hongo en el hospedador. En consecuencia, la
identificacion de la susceptibilidad del estadio larvario de la garrapata a la colonizaciéon
por hongos entomopatégenos como el M. anisopliae ofrece una perspectiva
prometedora para el desarrollo de estrategias efectivas de control biolégico de las
poblaciones de garrapatas en entornos agricolas y ganaderos (Samish, Ginsberg y
Glazer, 2004).

3.3 Patogenicidad vy virulencia

La patogenicidad se define como la capacidad de provocar una enfermedad y esta
influenciada por diversos factores, incluyendo la virulencia, la concentracion y la
capacidad de resistir distintas condiciones ambientales. Aunque la virulencia juega un
papel crucial, no es el Unico factor determinante del éxito en el control, ya que
intervienen otros aspectos que determinaran si la micosis podra o no desarrollarse en
la garrapata (Olhagaray, 2018).

A la virulencia la determinan factores genéticos intrinsecos que controlan la
codificacion de diversas enzimas clave, como adhesinas, proteasas, quitinasas,
lipasas, entre otras, encargadas de descomponer componentes importantes de la
garrapata durante la infecciobn. También se caracteriza por la produccién de toxinas,
como las destruxinas, que disminuyen las defensas del hospedero, causan dafios al
sistema muscular y afectan la funcion excretora (Olhagaray, 2018).

Se ha observado que la virulencia aumenta después de que las cepas han sido
sometidas a pasajes a través de la plaga hospedera (Olhagaray, 2018). Esta mejora
se evidencio en un ensayo (Frazzon et al., 2000), donde reaislaron la cepa M5
después de uno y dos pasajes en teledginas. Al segundo dia de tratamiento, la cepa
re aislada después de un solo pasaje, mostré una mortalidad del 1,8%, mientras que
la misma cepa re aislada luego de dos pasajes, generé una mortalidad del 84%. En
contraste, multiples pasajes en medios artificiales o en condiciones inadecuadas
pueden disminuir la virulencia (Olhagaray, 2018).
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3.4 Impacto en el medio ambiente

Se ha demostrado que M. anisopliae no causa efectos colaterales en los animales de
sangre caliente ni al medio ambiente (Kaaya, Mwaigi, E y Ouna, 1996). Estudios han
demostrado que solo exhibe toxicidad en células de insectos, y no en humanas,
bacterias o protozoarios (Ojeda-Chi et al., 2011). Se debe destacar que en
condiciones de campo M. anisopliae afecta especificamente a sus huéspedes blanco,
bajando asi la posibilidad de afectar a otros organismos presentes en el campo
(Goettel y Johnson, 1992).

4 HIPOTESIS

La exposicion (inmersion) de Rhipicephalus microplus con conidios de Metarhizium
anisopliae genera cambios macroscopicos y alteraciones histologicas que pueden
observarse entre las 24 y 96 horas.

5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

El objetivo de este trabajo fue determinar la capacidad de infecciébn causada por
Metarhizium anisopliae y su repercusion a nivel macroscopico e histologico en la
garrapata del bovino.

5.2 Objetivos especificos

1- Identificar el tiempo post infeccidn de Metarhizium anisopliae para observar
el desarrollo macroscopico del hongo y alteraciones histolégicas en la
garrapata.

2- Poner a punto la técnica de procesamiento histologico de garrapatas.

3- Caracterizar las alteraciones macroscopicas a nivel de cuticula externa.

4- Caracterizar las alteraciones histoldgicas y co-localizacion del hongo.

6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Lugares de trabajo

El presente trabajo se realizé durante octubre 2023 a julio 2024 en las instalaciones
de la Plataforma de Salud Animal de INIA Tacuarembd, en los laboratorios de
Ectoparasitos y Patologia.
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6.2 Disefio experimental

Etapa de campo

Fueron colectadas 50 garrapatas Rhipicephalus microplus partenoginas de un bovino
de la raza cruza britanica (Hereford) (N° CEUA= EXP_INIA.2023.22) y sin tratamiento
con acaricidas.

Etapa de laboratorio
Preparacion de la muestra

Se realizé un triple lavado de la muestra de garrapatas con agua destilada, utilizando
un colador y luego secadas en papel absorbente. Posteriormente se seleccionaron 10
partenoginas (conforme a tamafio y aspecto morfoldgico: color, forma) y fueron
separadas en dos grupos de cinco (5) garrapatas (control y tratamiento).

Suspension de hongos

La suspension de M. anisopliae con una concentracion de 1x107 conidios por mililitro,
fue proporcionada por el laboratorio de Bioinsumos de INIA Las Brujas (Dr. PhD
Federico Rivas). Este hongo fue aislado del campo Canelones-Uruguay, mantenido
en condiciones de laboratorio, con repiques en Tenebrios (Tenebrio molitor) y utilizado
para el control de placas hortofruticolas. Dicha suspension fue preparada en tubos
falcon de 50ml, en base acuosa (agua destilada estéril) con Triton X-100 al 0.001%.

Inmersion de garrapatas

Previo a la inmersién de garrapatas del grupo tratamiento (n=5), la suspension fue
homogenizada por 2 minutos en vortex. Una vez sumergidas las garrapatas,
permanecieron en la suspension durante 5 minutos siguiendo el protocolo indicado
por Barbieri et al., (2023). Durante este proceso y cada 2 minutos se homogeneizo
nuevamente en el vortex. El grupo control (n=5) se lo sumergié en una solucion
acuosa (agua destilada estéril) con Triton X-100 al 0.001% por 5 minutos.

Pasado el tiempo de inmersion, se retird el sobrenadante, dejando las garrapatas en
el fondo de cada tubo, éstas se extrajeron y fueron colocandolas en papel absorbente
durante 5 minutos para su secado. Paso siguiente, cada garrapata fue colocada
individualmente en placas de Petri (60 mm de didmetro). De esta manera se contaba
con 5 placas de Petri del grupo control y 5 del grupo tratamiento (Figura 11). Fueron
colocados en cada placa un trozo de algodén hiumedo e incubadas (incubadora
Binder® modelo KBWF 240, Alemania) en condiciones de 27° C y humedad relativa >
80 %. La duracién de incubacion de las muestras fue de: 24, 48, 72, 96 y 240 horas,
por cada hora de incubado se fueron retirando una placa tratamiento y un control
(Figura 9y 10).

Luego de cada extraccion, se realizd observacion macroscopica utilizando
Estereoscopio (Zeiss®, modelo Stemi 508, Alemania), donde se tomaron fotos
contemplando posicion dorsal como ventral, registrando cambios macroscopicos
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Paso siguiente cada garrapata se las coloco en formol al 10% en tubo eppendorf para
su proceso histopatolégico.

Figura 10. Esquematizacién del proceso realizado en el laboratorio de parasitologia.

24 hs 48 hs 72 hs 96 hs 240 hs

TRATAMIENTO . . . . .

Figura 11. Esquematizacion de las distintas muestras, control y tratamiento, con el
tiempo en que cada una estuvo en incubacion.
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Procesamiento histolégico

Para el procesamiento histologico fueron utilizadas 5 garrapatas de los distintos
tratamientos mencionados anteriormente. Inicialmente las garrapatas fueron fijadas
en formol al 10% (6 horas) y transferidas a liquido de Bouin. Luego se procedi6 a
secar en papel toalla y se colocaron en el procesador automatico de fijacion (Histo-
Tek®, modelo VP1, Holanda). Para este proceso fue utilizado el programa de
procesamiento automatico descrito en la Tabla 1. Una vez logrado este proceso se
paso al inclusor de parafina (Tissue-Tek®, modelo TEC 5, Holanda) y las garrapatas
fueron orientadas en posicion dorsal sobre los moldes de acero inoxidable. Los
bloques de parafina obtenidos fueron cortados a 4 micras (Accu-Cut® modelo SRM™
200, USA) y posteriormente se realiz6 la coloracion de hematoxilina y eosina (Tissue-
Tek Prisma®, modelo Plus, USA). Finalmente se obtuvieron preparados histolégicos
gue fueron examinados utilizandose microscopio O6ptico (Zeiss®, modelo
Primostar 3, Alemania) para la descripcién de alteraciones histoldgicas (Figura 12).

Etapa Solucién Tiempo | Temp. (°C)

1 Formalina 3:00 40

Alcohol 95 0:20 40
3 Alcohol 95 0:20 40
4 Alcohol 95 0:20 40
5 Alcohol 95 0:20 40
6 Alcohol 95 0:20 40
7 Alcohol 100 0:30 40
8 Xileno 0:10 40
9 Xileno 0:20 40
10 Xileno 0:20 40
11 Parafina 0:10 60
12 Parafina 0:20 60
13 Parafina 0:20 60
14 Parafina 0:20 60

Tabla 1. Protocolo establecido del procesador de infiltracion para garrapatas.
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Figura 12. Esquematizacion del proceso de manipulacion de la muestra en el
laboratorio de histopatologia.

7 RESULTADOS

7.1 Cambios macroscopicos

Mediante el analisis macroscopico no se observaron alteraciones evidentes de
proliferacion fungica, excepto en las garrapatas tratadas e incubadas por 96 horas,
donde se pudo visualizar pequefios crecimientos fungicos (colonias de hongos de 1-
2mm de didmetro) con coloracion verdes-azuladas, indicadas con flechas en la Tabla
2. Estas lesiones no se observan en la muestra retirada a las 240 horas.

En la Tabla 2, se muestran imagenes macroscoépicas de las garrapatas, tomadas al
momento que se las extrajo de la incubadora, detallando a qué grupo pertenece y el
tiempo en que estuvo en incubacion.
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TIEMPO DE
INCUBACI
ON

GRUPO

VISTA DORSAL

VISTA VENTRAL

24
HORAS

CONTROL

TRATAMIENTO

48
HORAS

CONTROL
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TRATAMIENTO

72
HORAS

CONTROL

TRATAMIENTO
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CONTROL

96
HORAS TRATAMIENTO
CONTROL
240
HORAS

Tabla 2. Vista dorsal y

ventral de cada garrapata, correspondiente al grupo que

pertenecian y el periodo de incubacion que llevaron.
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7.2 Alternaciones histolégicas

7.2.1 Grupo control

No se evidencid ningun cambio histolégico en aquellas muestras que formaban parte
del grupo control. A través de éstas se pudo identificar diferentes estructuras
anatomicas.

En la imagen 1 se observan las diferentes capas del tequmento de la garrapata: la
cuticula con sus diferentes capas (epicuticula, exocuticula y endocuticula); las células
epidermales y la membrana basal.

EPI

Imagen 1. Seccion histolégica (H-E) del tegumento de la garrapata visualizada a
través del microscopio éptico (40x), sefialando sus diferentes capas: (EPI) Epicuticula;
(PRO) Procuticula, compuesta por (EXO) exocuticula y (ENDO) endocuticula; y (CE)
Células epiteliales.
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Imagen 2. Seccion histolégica (H-E) del aparato bucal (AB) y glandulas salivales (GS)
vistas al microscopio optico (40x).

En la imagen 2, se visualiza donde se encuentra el capitulo de la garrapata (aparato
bucal), con ausencia de alguna de sus estructuras, debido al proceso de corte, y las
glandulas salivales préximas a este.

e s o

Imagen 3. Seccidn histolégica (H-E) de glandula salival de
R. microplus. (D) Ducto; (LD) Lumen del ducto;
(FLECHAS) Nucleo de células acinares, visualizadas al
microscopio optico (40x).
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Las glandulas salivales estdn compuestas por acinos multicelulares que son
responsables de la produccion de saliva, los cuales se evidencian claramente en la
imagen 3, junto a el sistema de conductos, encargados de transportar y liberar dicha
secrecion a la cavidad bucal de la garrapata.

Imagen 4. Seccion histolégica (H-E) de teledgina vista al microscopio 6ptico (40x). Se
visualizan diferentes estructuras anatomicas: (A) Glandulas salivales; (B) cuticula; (C)
Células digestivas; (D) ovocitos.

En la imagen 4, podemos visualizar estructuras antes mencionadas como la cuticula
y glandulas salivales, asi como células digestivas correspondientes al intestino medio
(C), 6rgano mas largo del cuerpo de la garrapata y responsable de todo el proceso
digestivo y la absorcién de nutrientes, siendo asi el principal érgano del sistema
digestivo. Lo cubre internamente por un epitelio simple o seudoestratificado sostenido
por una membrana basal, que estd subyacente a una capa externa de fibras
musculares.
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Imagen 5. Diferentes tomas (H-E) de R. microplus al microscopio 6ptico (40x), tomado
en distintas posiciones. (A) posicion central; (B) posicion latero-frontal; (C) posicion
frontal; (D) posicién caudal.

En laimagen 5, podemos reconocer los ovocitos (estrellas), células digestivas (flecha)
y la base del capitulo (*) de la garrapata.

7.2.2 Grupo tratamiento

Como se lo menciono anteriormente, en nuestro ensayo solo se observaron cambios
microscopicos en la muestra tratamiento retirada luego de 96 horas en incubacion.
Visualizdndose en esta una lesion difusa, alcanzando incluso la cuticula de la
garrapata (imagen 6).
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Imagen 6. Seccidn histologica (H-E), visualizada al microscopio optico (40x) de la
cuticula R. microplus. (H) hifas.

Se puede ver notoriamente la colonizacion de las hifas (H), las cuales colonizan las
diferentes capas de la cuticula de la garrapata.

En la siguiente imagen (7), obtenida de la misma muestra, pero de una zona central
de la garrapata podemos notar un grado de degeneracion y necrosis difusa severa, lo
cual imposibilita la identificacién de estructuras anatomicas. Esto marca el dafio que
los hongos causan a nivel de los tejidos del parasito tanto en la colonizacion como en
la posterior emergencia de las hifas.

Imagen 7. Visualizacién al microscopio optico (40x) de seccién central (H-E) de R.
microplus retirada a las 96hs de incubacion.
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8 DISCUSION

El control biolégico utilizando Metarhizium anisopliae se muestra como una estrategia
prometedora para enfrentar la infestacion por garrapatas, especialmente la especie
Rhipicephalus microplus, que constituye una preocupacion significativa en la industria
ganadera de Uruguay. Esta infestacibn no solo conlleva la transmision de
enfermedades y la reduccion de la productividad, sino también pérdidas econdmicas
considerables para los productores. Los resultados de este estudio respaldan esta
promesa, demostrando el dafio ocasionado en garrapatas tratadas con M. anisopliae.

Los cambios macroscopicos fueron sutiles en las muestras analizadas. No se observé
una proliferacidon macroscopica del hongo hasta transcurridas 96 horas, momento en
el cual se pudo visualizar la presencia de pequefias colonias verdes azuladas, junto
con alteraciones en la coloracién de la cuticula del parasito. Esta presencia de
colonias a las 96 horas puede estar dada por la liberacion de micelio, la cual se da en
la fase final de la infeccién, donde comienza la liberacion del hongo. Coincidiendo en
el tiempo con el trabajo de Schrank y Vainstein (2010), donde afirman que dicho
proceso se da entre los 4 y 7 dias post invasion y con Walkiria et al., (2005), donde
describe que el proceso de colonizacion y emergencia se da entre 72 y 96 horas
posteriores a la infeccion.

Es importante destacar que estas lesiones no fueron observadas en la muestra
retirada a las 240 horas del inicio del experimento. Esto puede estar asociado a que
las garrapatas hayan desarrollado mecanismos de defensa o adaptacién que limitaron
la proliferacion del hongo o mitigaron sus efectos visibles (Wikel et al., 2013). También
es importante considerar el ciclo vital del hongo M. anisopliae, el cual podria haber
alcanzado una etapa en la que su capacidad para colonizar o causar dafio
macroscoépico disminuyd después de las 96 horas (Broglio-Michelleti et al., 2012).
Estos aspectos sugieren la necesidad de un seguimiento mas detallado y la
consideracion de multiples variables para comprender completamente los resultados
observados en cuanto a la dindmica temporal de la invasion fangica y sus efectos en
las garrapatas.

A nivel microscopico, es importante destacar que ninguna garrapata del grupo control
presentd cambios histoldgicos, lo que respalda la asociacion entre la exposicion a M.
anisopliae y los cambios observados en las garrapatas tratadas. En cuanto al
momento en que se observaron estos cambios en nuestro estudio, solo se detectaron
cambios microscopicos a las 96 horas de exposicion al hongo, lo que nos sugiere un
proceso gradual en la invasion fungica y el desarrollo de lesiones en las garrapatas.

Las alteraciones histologicas identificados a las 96 horas revelaron una serie de
lesiones y procesos patologicos en las capas del tegumento de las garrapatas
tratadas con M. anisopliae. Entre estas alteraciones se observaron signos de necrosis
y degeneracion, indicativos de un dafio interno provocado por la invasion y la actividad
del hongo. Es importante destacar que esta destruccion tisular se manifesté de
manera generalizada y difusa en las estructuras internas de las garrapatas, tal como
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lo describia (Kamp y Bittencourt, 2008), donde explica que esto es a consecuencia de
las micotoxinas producidas por el hongo.

Dentro de las enzimas involucradas en estos procesos estan las lipasas, las cuales
tienen un rol fundamental en etapas tempranas de la infeccién al degradar la capa
lipidica (primera barrera de defensa) que cubre a la cuticula. Las adhesinas por otro
lado cumplen un papel fundamental en la adhesién al huésped. Sumado a esto, las
proteasas y quitinasas degradan los componentes proteicos y de quitina, permitiendo
asi la penetracion de las hifas (Schrank y Vainstein, 2010) y provocando la lesion
difusa mencionada previamente. Estos procesos los pudimos visualizar en las laminas
histolégicas de nuestro trabajo.

Es importante destacar también que la invasion fungica no fue inmediata; la
proliferacion macroscépica del hongo se detecté después de 96 horas de exposicion.
Esta dindmica temporal sefiala la necesidad de ajustar el intervalo entre tratamientos
a nivel de campo con relacion a los convencionales (cada 21 dias), acorde al tiempo
de proliferacion del hongo y al ciclo biologico de la garrapata para garantizar una
eficacia 6ptima del control biolégico. Tomando como referencia un proceso infeccioso
de 96 horas, seria prudente pensar que, para las evaluaciones de eficacia de este
hongo a campo, las aplicaciones del tratamiento a campo se podrian pensar
estrategias de tratamientos cada 15 dias con el fin de cortar el ciclo del parasito
(Rodriguez et al, 2022). Debido a que los hongos necesitan un tiempo para invadir y
provocar la muerte de este ectoparasito.

Por otro lado, durante el procesamiento de las muestras en el laboratorio de
histopatologia, nos enfrentamos a desafios relacionados con la manipulacién de las
garrapatas debido a su reducido tamafio. Esta dificultad resulté en una mala adhesion
a la parafina y, en algunos casos, en el desprendimiento del molde durante el proceso
de inclusion. Para abordar este problema, se propone seguir protocolos establecidos
como los publicados por Yang et al. (2023), donde sugieren sumergir las muestras en
histogel antes de la inclusién en parafina. Esta técnica puede mejorar la adhesién de
las garrapatas a la parafina, facilitando su manipulacion y garantizando una buena
calidad de las muestras finales para el andlisis histopatolégico.

Ademas, la limitacion de contar con una sola muestra por periodo de incubacién
afectd nuestra capacidad para observar lesiones progresivas a lo largo del tiempo.
Para superar esta limitacion y mejorar la validez de nuestros resultados, seria
recomendable aumentar el tamaiio de la muestra (N) en futuros ensayos. Por ejemplo,
disponer de cinco muestras para cada periodo de incubacion permitiria una
evaluacion mas completa de la respuesta de las garrapatas al tratamiento con M.
anisopliae.

En resumen, nuestros resultados respaldan el potencial del hongo entomopatégeno
M. anisopliae como un agente efectivo de control biolégico de garrapatas,
coincidiendo asi con ensayos realizados en Uruguay (Rodriguez et al., 2022), y en
otras partes de Sudamérica como los que describen Fernandes y Bittencourt (2008).
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Sin embargo, se identificaron areas de mejora en cuanto al procesamiento de
muestras y el disefio experimental, lo que sugiere la necesidad de futuras
investigaciones para optimizar los protocolos de laboratorio y aumentar la validez de
los resultados.

Estos hallazgos contribuyen al avance en la manipulacion y analisis de garrapatas
tanto a nivel macroscépico como microscopico para futuros ensayos. Ademas, aporta
al conocimiento en el campo del control biolégico de garrapatas, en la busqueda de
tratamientos alternativos que sean sustentables y favorezcan tanto la salud animal
como humana, alinedndose con la proteccion del medio ambiente.

9 CONCLUSIONES

En base al trabajo realizado podemos considerar que a concentraciones de 1x10’
conidios por mililitro de M. anisopliae durante un tiempo determinado y en condiciones
Optimas para el desarrollo del hongo se evidencié una proliferacion macroscoépica a
las 96 horas.

Con respecto a las alteraciones histolégicas, se evidencié un dafio significativo en la
misma muestra a las 96hs de incubado. El dafio que se observo es de tipo difuso, no
localizado, con una necrosis evidente, comprometiendo diferentes estructuras
anatomicas, las cuales no se pudieron identificar en analisis de muestras tratadas.

Este trabajo aporta a un mayor conocimiento en el area de la parasitologia, en
busqueda de aquellas alternativas mas eficientes y amigables con el medio ambiente,
salud animal y humana. A su vez aporta mas experiencias en ensayos con garrapatas
tanto a nivel macro, asi como en histopatologia, facilitando la manipulacion de
muestras en futuros ensayos.
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