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RESUMEN

Rhipicephalus microplus es una garrapata de importancia veterinaria que causa considerables
pérdidas economicas en la ganaderia tropical debido a su accion hematofaga y su papel como
vector de hemoparasitos. El uso prolongado de acaricidas ha generado cepas resistentes, lo que
ha impulsado la busqueda de alternativas biologicas sostenibles. Entre estas, los hongos
entomopatdégenos como Beauveria bassiana destacan por su eficacia contra artropodos plaga y su
bajo impacto ambiental. El objetivo de este estudio fue evaluar la eficacia in vitro e in situ de un
aislado nativo de B. bassiana sobre hembras teledginas de R. microplus y confirmar su identidad
taxondmica mediante analisis filogenético multilocus. Se aplicaron dos tratamientos consistentes
en la inmersion de garrapatas en 5 mL y 10 mL de una suspension conidial (1 x 108 conidios/mL),
incluyendo un grupo testigo. La infeccién fungica se determind por la presencia de micelio en los
cadaveres. Ademas, se extrajo ADN del aislado fungico y se amplificaron y secuenciaron las
regiones ITS, RPB1 y TEF1l-a. Las secuencias se analizaron mediante inferencia bayesiana y
maxima verosimilitud. Los resultados mostraron un porcentaje de infeccion del 64.1 % y 71.8 % en
los tratamientos con 5 mL y 10 mL, respectivamente, mientras que el grupo control no presento
signos de infeccion. El andlisis molecular confirmo la identidad del aislado como B. bassiana, con
alta similitud respecto a cepas tipo previamente reportadas. Estos hallazgos confirman el potencial
de este aislado nativo como agente de control biolégico contra R. microplus, y respaldan su posible
incorporacion en estrategias de manejo integrado de plagas para sistemas ganaderos tropicales.

Palabras clave: Beauveria bassiana, Rhipicephalus microplus, control bioldgico, filogenia, hongos

entomopatégenos.
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ABSTRACT

Rhipicephalus microplus is a tick of veterinary importance that causes considerable economic
losses in tropical cattle farming due to its hematophagous activity and its role as a vector of
hemoparasites. The prolonged use of acaricides has led to the emergence of resistant strains,
prompting the search for sustainable biological alternatives. Among these, entomopathogenic fungi
such as Beauveria bassiana stand out for their efficacy against arthropod pests and low
environmental impact. The objective of this study was to evaluate the in vitro and in situ efficacy of
a native B. bassiana isolate against engorged females of R. microplus and to confirm its taxonomic
identity through multilocus phylogenetic analysis. Two treatments were applied by immersing the
ticks in 5 mL and 10 mL of a conidial suspension (1 x 102 conidia/mL), including an untreated control
group. Fungal infection was determined by the presence of mycelium on the cadavers. In addition,
DNA was extracted from the fungal isolate, and the ITS, RPB1, and TEF1-a regions were amplified
and sequenced. The sequences were analyzed using Bayesian inference and maximum likelihood
methods. The results showed infection rates of 64.1% and 71.8% in the treatments with 5 mL and
10 mL, respectively, while the control group showed no signs of infection. Molecular analysis
confirmed the identity of the isolate as B. bassiana, with high similarity to previously reported type
strains. These findings confirm the potential of this native isolate as a biological control agent against
R. microplus and support its possible incorporation into integrated pest management strategies for
tropical livestock systems.

Keywords: Beauveria bassiana, Rhipicephalus microplus, biological control, phylogeny,

entomopathogenic fungi.
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1. Introduccién

La ganaderia bovina constituye una de las actividades agropecuarias mas relevantes en México,
tanto por su contribucién a la seguridad alimentaria como por su impacto en el desarrollo economico
y social de las regiones rurales. En particular, el tropico mexicano que abarca zonas de clima célido-
hamedo como el estado de Veracruz ofrece condiciones agroecoldgicas favorables para el
desarrollo de sistemas de produccién de doble propdésito, caracterizados por la generacion
simultanea de carne y leche bajo esquemas extensivos o semi-intensivos (Rojo-Rubio et al., 2009).
Esta actividad representa una fuente de ingresos para millones de pequefios y medianos
productores, y se estima que mas del 60 % del hato nacional se localiza en regiones tropicales
(Rojas-Sandoval et al., 2024). Este sector no solo provee alimentos como carne y leche, sino que
también genera empleos y fortalece las cadenas productivas locales. No obstante, enfrenta
desafios sanitarios importantes, principalmente aquellos asociados con las enfermedades
transmitidas por ectoparasitos como las garrapatas, que afectan la salud y productividad del hato
bovino, con consecuencias economicas y sociales significativas para los productores (Rodriguez-
Vivas et al., 2018).

Las garrapatas, ademas del dafio fisico que provocan al alimentarse de la sangre del ganado,
actuan como vectores de enfermedades graves como la babesiosis y la anaplasmosis. Estas
patologias ocasionan pérdida de peso, disminucion en la produccion de leche y, en casos severos,
la muerte del animal (Guglielmone et al., 2014). El control tradicional de estos ectoparasitos se ha
basado principalmente en el uso de acaricidas quimicos. Sin embargo, su uso intensivo ha dado
lugar a la aparicién de cepas resistentes de Rhipicephalus microplus, lo que eleva los costos de
produccion, reduce la eficacia del tratamiento y genera riesgos de contaminacién ambiental
(Garcia-Ponce et al., 2025; George et al., 2004).

Frente a esta problemética, los hongos entomopatégenos han emergido como alternativas
bioldgicas viables y sostenibles. Entre ellos, Beauveria bassiana destaca por su capacidad para
infectar diversas especies de ectoparasitos sin afectar a organismos no objetivo ni al medio
ambiente (Alonso-Diaz y Ferndndez-Salas, 2021). Este enfoque se alinea con los principios del
manejo integrado de plagas (MIP), al permitir laincorporacion de agentes de control biolégico dentro

de estrategias mas amplias y sostenibles.

El trépico de Veracruz se ha identificado como una zona prioritaria para la implementacién de estas
estrategias, debido a su relevancia en la produccién nacional de carne y leche bovina, y a la alta

incidencia de infestaciones por R. microplus (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia [INEGI],
9
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2020; Lucero et al., 2024). Ademas, factores como el cambio climético, el deterioro de los suelos y

el sobrepastoreo han incrementado la vulnerabilidad de los sistemas productivos en la region.

Estudios realizados en esta zona han demostrado que la aplicacion de B. bassiana puede reducir
significativamente las poblaciones de garrapatas en condiciones de campo, especialmente cuando
se combina con otras practicas de manejo, como la rotacion de potreros y la seleccion de razas
bovinas con mayor resistencia a ectoparasitos (Lucero et al., 2024). Este enfoque integrado
contribuye a disminuir la dependencia de productos quimicos y promueve la sostenibilidad a largo

plazo de los sistemas ganaderos.

Sin embargo, para garantizar la eficacia y seguridad de los bioinsumos basados en B. bassiana, es
indispensable contar con una identificacion taxondmica precisa de los aislados fangicos, asi como
con evidencia experimental que respalde su virulencia y adaptacion a las condiciones ambientales
locales. En este contexto, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar la eficacia in vitro de un
aislado nativo de B. bassiana contra hembras teledginas de R. microplus y confirmar su identidad
mediante andlisis filogenético multilocus. Los resultados de esta investigacidon contribuirdn a sentar
las bases para el desarrollo de estrategias de control biologico adaptadas al tropico de Veracruz,

con miras a una ganaderia mas sostenible, rentable y ambientalmente responsable.

2. Objetivos

2.1 General

Evaluar la eficacia in vitro e in situ de un aislado nativo de Beauveria sobre hembras teledginas de
Rhipicephalus microplus y confirmar su identidad taxondémica mediante analisis filogenético
multilocus, con el fin de valorar su potencial como agente de control biolégico en programas de

manejo integrado de plagas en la ganaderia bovina del tropico mexicano.

2.2 Especificos

« Determinar la incidencia de infeccion causada por un aislado nativo de Beauveria en
hembras teledginas de Rhipicephalus microplus mediante ensayos de inmersion in vitro.

» Comparar la eficacia de dos volumenes de aplicacion (5 mL y 10 mL) de una suspension
conidial de B. bassiana sobre la mortalidad y presencia de micelio en los especimenes

tratados.
10
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* Analizar filogenéticamente las secuencias obtenidas mediante meétodos de inferencia
bayesiana y maxima verosimilitud para confirmar la identidad del aislado dentro del género

Beauveria.

3. Hipotesis

El aislado nativo de Beauveria es eficaz contra hembras teledginas de Rhipicephalus microplus
y presenta una identidad taxonémica que lo ubica dentro del género Beauveria, lo cual respalda
su potencial uso como agente de control biol6gico en programas de manejo integrado de plagas

en la ganaderia bovina del tropico mexicano.

3.1 Hipdtesis nula (Ho)

El uso del hongo entomopatégeno Beauveria no tiene efecto significativo sobre la mortalidad o
disminucion de poblaciones de garrapatas (en estadio de teleoginas o larvas) presentes en ganado

bovino o en pasto Bermuda costero en Tantoyuca, Veracruz.

3.2 Hipdtesis alternativa (H1)

El uso del hongo entomopatégeno Beauveria tiene un efecto significativo en la mortalidad o
disminucién de poblaciones de garrapatas (en estadio de teleoginas o larvas) presentes en ganado

bovino o en pasto Bermuda costero en Tantoyuca, Veracruz.

11
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4. Marco teoérico

4.1 Garrapatas: Biologia y ciclo de vida

Las garrapatas estan consideradas entre los artrépodos hematéfagos mas relevantes a nivel
mundial, siendo ectoparasitos hematofagos obligados que infestan al 80% del ganado bovino en
todo el mundo (Oteo., 2016; Yean et al., 2025). Las garrapatas actuan como vectores obligados
hemat6fagos de multiples patdégenos capaces de causar enfermedades graves e incluso la muerte
en seres humanos, animales domésticos y fauna silvestre. Estas poseen adaptaciones
morfoldgicas y fisiolégicas especializadas tales como receptores quimicos para localizar al
hospedador, piezas bucales reforzadas para penetrar la piel y sistemas digestivos eficientes que
les permiten adherirse, alimentarse de sangre, reproducirse y sobrevivir en diferentes entornos
climéticos, completando exitosamente su ciclo biolégico (Anderson y Magnarelli, 2008)

Las garrapatas son reconocidas como ectoparasitos obligados hematofagos que representan una
de las amenazas mas importantes para la ganaderia bovina a nivel mundial. Se estima que
aproximadamente el 80 % del ganado mundial esta sometido al riesgo de infestacion por garrapatas
y las enfermedades que transmiten, con pérdidas econdmicas anuales estimadas entre 22,000 y
30,000 millones de dolares (Lew-Tabor y Rodriguez, 2016; Tabor et al., 2017).

Entre estas especies, Rhipicephalus microplus es considerada el ectoparasito de mayor
importancia econdmica parala produccion bovina, especialmente en regiones neotropicales, debido
a su capacidad para disminuir el aumento de peso corporal, la producciéon de carne y leche, y la
calidad del cuero (Lagunes-Quintanilla et al., 2024).

La garrapata comun del ganado bovino, Rhipicephalus (Boophilus) microplus, es un ectoparasito
hematoéfago de gran importancia en la ganaderia tropical y subtropical. Su ciclo biolégico se divide
en dos fases: una parasitaria, que ocurre sobre el huésped, y una no parasitaria, que transcurre en
el ambiente.

Rhipicephalus microplus (Acari: Ixodidae), comunmente conocida como la "garrapata del ganado
bovino", debe su nombre a que este animal es su principal hospedador. Este 4caro representa un
problema significativo en la ganaderia, debido a los graves efectos que tiene tanto en la salud del
ganado como en la economia de las regiones tropicales y subtropicales (Rodriguez-Vivas et al.,
2014). En México, Rhipicephalus microplus mantiene una distribucion geografica cercana al 69 %
del territorio nacional, siendo regiones como la peninsula de Yucatan especialmente proclives a su
desarrollo debido a sus condiciones ambientales favorables (Servicio Nacional de Sanidad,
Inocuidad y Calidad Agroalimentaria [SENASICA], 2024; Pérez-Martinez et al.,, 2023;
Cruz-Gonzélez et al., 2024).

12
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4.2 Impacto de Rhipicephalus microplus en la ganaderia bovina

En numerosos paises, la agricultura y la ganaderia constituyen actividades econdémicas esenciales.
No obstante, la garrapata del ganado Rhipicephalus microplus representa una seria amenaza para
los sistemas de produccion pecuaria, generando considerables pérdidas economicas. Aunque el
control quimico mediante ixodicidas es el método mas utilizado, su uso conlleva diversos
problemas, como la contaminacién del medio ambiente, riesgos sanitarios para humanos y
animales, y la aparicion de cepas de garrapatas resistentes (Garcia-Ponce et al., 2025).

En paises con alta actividad ganadera como México y Brasil, las pérdidas econdmicas ocasionadas
por infestaciones de Rhipicephalus microplus han sido significativas, estimandose en 573.61
millones de ddlares y 3,240 millones de dolares anuales, respectivamente (Rodriguez-Vivas et al.,
2017; Grisi et al., 2014). Estas cifras reflejan el severo impacto econdmico de esta plaga.

En 2017 Rodriguez-Vivas et al. (2017), calcularon las pérdidas econdmicas anuales causadas por
parasitos en el ganado bovino en México. Para ello, consideraron factores como el numero total de
animales expuestos, los efectos negativos del parasitismo sobre la produccién de leche y la
ganancia de peso, asi como los registros de decomisos de subproductos ganaderos. Las
estimaciones, expresadas en dolares estadounidenses (US$), se basaron en los datos de pérdidas
de productividad en animales sin tratamiento antiparasitario. Evaluaron el impacto economico de
seis parasitos o grupos de parasitos: los nematodos gastrointestinales generaron pérdidas de
aproximadamente 445.10 millones de dolares; Eimeria spp.(coccidias), 23.78 millones; Fasciola
hepatica (duela hepatica), 130.91 millones; Rhipicephalus microplus (garrapata del ganado), 573.61
millones; Haematobia irritans (mosca de los cuernos), 231.67 millones; y Stomoxys calcitrans
(mosca del establo), 6.79 millones. En conjunto, las pérdidas anuales se estimaron en 1.41 mil
millones de ddlares. Considerando un hato nacional de 32.4 millones de bovinos en 2013, esto
equivale a una pérdida aproximada de 43.57 dolares por animal. Aunque se reconocen ciertas
limitaciones en los estudios de base, especialmente al extrapolar datos locales a nivel nacional, los
resultados ilustran claramente la magnitud del impacto del parasitismo en la ganaderia mexicana y

subrayan la necesidad de implementar estrategias integradas y sostenibles para su control.

4.3 Estrategias de control de garrapatas

El control de las garrapatas se basa principalmente en el uso de acaricidas quimicos, basados

principalmente en organofosforados y los piretroides sirviendo como herramientas principales para

el control de las garrapatas debido a su eficacia para reducir las infestaciones y prevenir las

enfermedades transmitidas por garrapatas (De Meneghi et al., 2016; Hall-Mendelin et al., 2011),
13
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gue en las ultimas décadas han jugado un papel crucial en la sostenibilidad de la produccién
ganadera (Alonso-Diaz et al., 2014). Pese a décadas de este tipo de control, la garrapata del
ganado R. microplus continda representando un obstaculo significativo para los productores
pecuarios, jugando un papel crucial en la sostenibilidad de la produccion ganadera.

Parésitos con resistencia o multirresistencia, asi como el uso inadecuado de medicamentos
antiparasitarios, han reducido la eficacia de estos tratamientos (Alonso-Diaz et al., 2014). En la
actualidad, se ha evidenciado a nivel global que los métodos de control basados exclusivamente
en la aplicacion intensiva de productos quimicos no son sostenibles a largo plazo. La expansion
constante de estas problematicas impacta negativamente a diversos sectores, incluyendo la
industria farmacéutica, profesionales del campo veterinario, productores agropecuarios y
responsables de la salud publica.

Los acaricidas se agrupan de acuerdo con sus mecanismos de accion, que incluyen desde
compuestos neurotdxicos, como los organofosforados, piretroides y fenilpirazoles, hasta inhibidores
del crecimiento y bloqueadores de la sintesis de quitina (Abbas et al., 2014). Un método comun
para la aplicacion de acaricidas es la inmersion del ganado en una solucién que contiene el
compuesto, lo cual permite una cobertura completa del cuerpo del animal, incluyendo zonas de
dificil acceso (Moyo y Masika, 2009). Otro método de aplicacion, la pulverizacion la cual se emplea
comunmente como alternativa cuando la inmersion no es viable, permitiendo tratar animales
individualmente mediante equipos manuales o motorizados. Aunque es un método eficaz, su
efectividad puede verse comprometida por una aplicacion desigual en animales agrupados y por
diluciones incorrectas del producto, lo que puede favorecer el desarrollo de resistencia (Makwarela
et al., 2025; Wale y Tadesse, 2021; Mbatidd et al., 2021; Allan et al., 2021).

Ante este escenario, se estan disefiando e integrando nuevas estrategias de control dentro de
programas de manejo integrado de garrapatas (Hue y Fontfreyde, 2019).

Debido a que las garrapatas de la familia Ixodidae permanecen la mayor parte de su ciclo biolégico
en el suelo y la hojarasca durante sus etapas inmaduras, se consideran particularmente vulnerables
a la regulacion natural por parte de depredadores edaficos. Este mecanismo natural de control
bioldgico, basado en la depredaciéon ejercida por otros invertebrados del suelo, representa una
alternativa ecologica para el manejo de poblaciones de garrapatas. Sin embargo, su estudio ha sido
limitado debido a dificultades metodolégicas para identificar qué especies ejercen esta presion
predatoria. Un avance importante en este campo se logro mediante el desarrollo de un método
innovador para marcar ninfas vivas de Ixodes ricinus con is6topo de nitrégeno 15 (*15N). Este
marcaje permitié identificar depredadores especificos durante un experimento de microcosmos de
ocho dias. Los resultados mostraron que, aunque solo un 4.1% de los depredadores generalistas
del suelo consumieron ninfas, se detectdé una sefial clara del is6topo 15N en cinco especies

predadoras: dos arafias (Pachygnatha listeri y Ozyptila sp.), dos acaros gamasidos (Pergamasus
14
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beklemischeviy P. quisquiliarum) y un escarabajo estafilinido (Geostiba circellaris). Estos hallazgos
subrayan el potencial del control biolégico por medio de predadores naturales del suelo como una
estrategia complementaria al uso de acaricidas o entomopatégenos. Ademas, el uso de técnicas
como el etiquetado isotopico ofrece nuevas posibilidades para estudiar las interacciones ecolégicas
gue regulan las poblaciones de garrapatas y fortalecer el enfoque del manejo integrado de parasitos
en sistemas ganaderos sostenibles (Vinogradov et al., 2024).

Estudios recientes han evidenciado que la hormiga Lasius alienus depreda activamente los huevos
de garrapatas, y se ha observado que la presencia de la cera que recubre los huevos desempefia
un papel determinante en la tasa de depredacion (Kar et al. 2022). Asimismo, ciertas aves como
los picabueyes (Buphagus spp.) participan en la reduccion de poblaciones de garrapatas al
alimentarse de estos ectoparasitos sobre grandes mamiferos; no obstante, su eficacia depende de
la presencia constante de hospedadores y de condiciones ambientales favorables (Diplock et al.,
2018). Por otro lado, las avispas parasitoides, en particular Ixodiphagus hookeri, representan un
mecanismo de control biologico indirecto, ya que depositan sus huevos en el interior de las
garrapatas, y sus larvas se desarrollan alimentdndose del huésped hasta provocar su muerte,
afectando especialmente a especies como Amblyomma variegatum (Ramos et al., 2023; Makwarela
et al., 2025).

Si bien estos hallazgos aun requieren validacion en condiciones de campo, sugieren una via
complementaria al uso de hongos entomopatégenos y acaricidas en los programas integrados de
manejo de garrapatas. La incorporacién de enfoques ecoldgicos que favorezcan la conservacion y
promocion de enemigos naturales en los sistemas ganaderos puede contribuir a una estrategia mas

sostenible y de menor impacto ambiental en el control de Rhipicephalus microplus.

4.4 Hongos entomopatdgenos como agentes de biocontrol

La creciente presencia de cepas de garrapatas multirresistentes a los acaricidas quimicos mas
comunes, asi como los efectos negativos de estos productos sobre el ambiente, han impulsado la
busqueda de métodos alternativos de control. Entre las opciones mas prometedoras se encuentra
el uso de hongos entomopatdégenos como agentes de control biolégico (Alonso-Diaz y Fernandez-
Salas, 2021).

El uso de hongos entomopatdgenos se ha consolidado como una de las estrategias mas
prometedoras en el control biolégico de garrapatas, especialmente de Rhipicephalus microplus.
Especies como Metarhizium anisopliae sensu lato y Beauveria bassiana sensu lato han demostrado
eficacia tanto en condiciones de laboratorio como de campo, siendo objeto de mudltiples
investigaciones enfocadas en su capacidad para infectar diversos estadios del parasito. En México,
se ha observado que estos hongos pueden afectar tanto cepas susceptibles como multirresistentes,
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con resultados alentadores en pasturas y directamente sobre el ganado. No obstante, aun son
necesarias mas evaluaciones contra otras especies relevantes como Amblyomma mixtum y R.
annulatus, especialmente considerando las particularidades ecoldgicas y climaticas de cada region
(Alonso-Diaz y Fernandez-Salas, 2021).

Diversas aplicaciones de productos comerciales basados en B. bassiana y M. anisopliae han sido
evaluadas en entornos residenciales, mostrando reducciones importantes en la poblacién de ninfas
de Ixodes scapularis. Por ejemplo, la aplicacién de M. anisopliae cepa F52 logré disminuir la
abundancia de garrapatas en areas de césped y bosques hasta en un 85%. Estos resultados
respaldan su potencial como alternativa viable en entornos naturales y productivos, aunque con
variaciones dependiendo del sustrato, formulacién utilizada y condiciones ambientales (Stafford y
Allan, 2010).

Sin embargo, uno de los principales desafios para el éxito del control biolégico con hongos
entomopatogenos es la influencia del ambiente sobre su desempefio. Factores como la
temperatura, la humedad y la exposicion a radiacion ultravioleta pueden afectar la viabilidad,
infectividad y virulencia de los conidios, lo que repercute directamente en su eficacia. Estas
condiciones, especialmente en habitats epigeos e hipogeos, pueden inducir el agotamiento o
inactivacion del inoculo. Ante ello, se subraya la importancia de seleccionar cepas nativas o
ambientalmente competentes, capaces de mantener su eficacia bajo las condiciones especificas
del entorno en el que seran aplicadas (Quesada-Moraga et al., 2024; Alfaro-Alvarez et al., 2024).
Para lograr una implementacion exitosa del control biologico con Beauveria bassiana, es
fundamental incorporar un enfoque transdisciplinario basado en herramientas de biologia molecular
(gendmica, transcriptdbmica y protedmica), con el fin de descifrar los mecanismos de virulencia y
patogenicidad de las cepas usadas. Estudios recientes han utilizado estas tecnologias para
identificar genes asociados a adhesion, penetracion de cuticula, remodelacién de la pared celular
y respuesta al estrés en cepas contrastantes de virulencia (Sessa et al., 2024)

Adicionalmente, el desarrollo de formulaciones estables, como emulsiones oleosas que
proporcionan proteccion contra la radiacion UV, dafos fisicos y desecacion, es crucial para
asegurar la persistencia del indculo en campo. Investigaciones han demostrado que formulaciones
con aceites como el de soja 0 aguacate pueden prolongar la viabilidad de los conidios, incluso bajo

exposicion solar intensa (Aquino-Bolafios et al., 2023; Behle et al., 2009; Lei et al., 2022).

4.5 Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae: Mecanismos y eficacia

Los hongos patogenos de artropodos, como M. anisopliae, destacan entre los microorganismos con

alto potencial para ser empleados como agentes de control biol6gico, ya sea de forma individual o

en combinacién con otros insumos, como los acaricidas quimicos. Diversas investigaciones han
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abordado su aplicacion en el manejo de garrapatas en ganado bovino, posicionando a M. anisopliae
como una de las alternativas mas estudiadas y con mayor viabilidad para lograr un control efectivo
de estos ectoparasitos (Mehmood et al.,, 2025). El hongo Metarhizium anisopliae (Ascomycota:
Hypocreales: Clavicipitaceae), reconocido como agente de control biolégico, fue inicialmente
aislado por el microbidlogo ruso Metschnikoff en 1879 a partir de una plaga de cereales, y
posteriormente clasificado por Sorokin en 1883 (Metschnikoff, 1879). Su aplicacion original se
dirigioé al manejo del escarabajo Anisoplia austriaca. Actualmente, este organismo se considera uno
de los hongos entomopatdgenos mejor estudiados y ha sido implementado en diversos programas
de control biolégico alrededor del mundo. M. anisopliae presenta una amplia distribucion natural,
siendo comunmente localizado en suelos, rizosferas, raices vegetales, asi como en restos de
artrépodos, adoptando estilos de vida saprofiticos, endofiticos o patdégenos segun las condiciones
ambientales (Leger, 2008; Beys-da-Silva et al., 2020).

El proceso de desarrollo de M. anisopliae dentro de su huésped sigue una secuencia bien definida
de eventos patogénicos. Inicialmente, el hongo identifica al organismo susceptible, seguido por la
adhesion y germinacion de las conidias sobre la superficie cuticular. Posteriormente, se forman
estructuras especializadas como el tubo germinativo y el apresorio, que facilitan la penetracion a
traveés de la cuticula del huésped. Una vez en el interior, el micelio se desarrolla activamente,
provocando la muerte del organismo. Luego, las hifas emergen al exterior y generan nuevas
conidias, las cuales pueden reiniciar el ciclo infeccioso en otros hospedadores. Este patron de
infeccion esta ampliamente conservado en la naturaleza y comparte similitudes estructurales y
moleculares con otros hongos filamentosos patégenos de plantas, como la formacion de estructuras
de penetracion especializadas (Shah y Pell, 2003; Schrank y Vainstein, 2010; Beys-da-Silva et al.,
2014; Beys-da-Silva et al., 2020).

La cuticula del artrépodo funciona como la principal barrera fisica frente a la infeccion por hongos
entomopatégenos. Esta estructura se organiza en dos capas principales: la epicuticula, formada
por lipidos y ceras hidrofébicas que inhiben la adherencia y germinacién del patégeno, y la
procuticula, ubicada debajo y formada sobre todo por quitina y proteinas estructurales, que
representa la mayor parte del espesor de la cuticula. Las enzimas fungicas, como quinasas,
proteasas, lipasas y quitinasas, deben degradar estas capas para permitir la penetracién al interior
del hospedador y causar la infeccién Sistemas inmunolégicos del artropodo también complementan
esta defensa fisica (Ortiz-Urquiza et al., 2013; Zhang et al., 2025). Para infectar al hospedador, los
hongos entomopatdégenos deben primero atravesar la épicuticula, una capa externa compuesta
mayoritariamente por lipidos esterificados y hidrocarburos que actian como barrera fisica y
guimica. Esta capa inhibe la germinacién de los conidios y su adherencia, obligando al hongo a

emplear adhesinas y enzimas lipoliticas para degradarla antes de alcanzar la procuticulay penetrar
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al cuerpo del insecto/artropodo (Beys-da-Silva et al., 2020; Ebani, y Mancianti, 2021; Ribeiro-Silva
et al., 2022; Wronska et al., 2018).

4.2 Estado del arte

La garrapata Rhipicephalus microplus es reconocida como uno de los ectoparasitos de mayor
relevancia sanitaria y econémica en la ganaderia tropical, debido a su capacidad para disminuir la
productividad, transmitir hemoparasitos y generar elevadas pérdidas econdmicas. Esta
problematica ha motivado la busqueda de estrategias de manejo alternativas que reduzcan la
dependencia de acaricidas quimicos y mitiguen los problemas asociados a su uso indiscriminado,
como la resistencia y el impacto ambiental (Rodriguez-Vivas et al., 2018; Lew-Tabor y Rodriguez-
Valle, 2016). ElI uso de cepas comerciales de hongos entomopatégenos, como Metarhizium
anisopliae, ha demostrado una eficacia considerable bajo condiciones controladas (Pulido-Medellin
et al., 2015).

El control de las garrapatas constituye uno de los principales retos sanitarios en la produccion
ganadera bovina debido a su impacto negativo sobre la salud animal, la productividad y la
rentabilidad de los sistemas productivos. Estos ectoparasitos hematéfagos provocan estrés, anemia
y reduccion en la ganancia de peso, ademas de actuar como vectores de diversos hemoparasitos,
como Babesia spp. y Anaplasma spp., capaces de comprometer seriamente la vida del ganado. El
manejo de las infestaciones se ha basado historicamente en el uso intensivo de acaricidas
guimicos; sin embargo, su empleo indiscriminado ha favorecido la aparicion de cepas resistentes,
asi como la contaminacién ambiental y la presencia de residuos en productos de origen animal
(Rodriguez-Vivas et al., 2018; Abbas et al., 2014).

Entre las especies de mayor relevancia sanitaria se encuentra Rhipicephalus (Boophilus) microplus,
considerada la garrapata bovina de mayor impacto econdmico en regiones tropicales y
subtropicales. Este parasito no solo compromete la salud y el bienestar animal, sino que genera
pérdidas econdmicas millonarias para el sector ganadero. En Brasil, por ejemplo, se han estimado
pérdidas anuales cercanas a los dos mil millones de dolares asociadas a infestaciones por R.
microplus (Grisi et al., 2014). Desde el punto de vista econémico, las infestaciones por garrapatas
representan un serio perjuicio, ya que las pérdidas ocasionadas Unicamente por las enfermedades
gue transmiten al ganado bovino se estiman en cientos de millones de ddlares cada afio (Makwarela
et al., 2025; Luan et al., 2023; Garcia et al., 2022).

Este impacto economico se debe a mudltiples factores: disminucion de la produccién de carne y

leche, pérdida de peso, deterioro de la piel y aumento en los costos de tratamiento sanitario.
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Ademas, esta garrapata es el vector principal de enfermedades como la babesiosis y la
anaplasmosis, las cuales conforman el complejo denominado “Tristeza parasitaria bovina’,
altamente prevalente en regiones tropicales y subtropicales (Saueressig, 2007).

Segun Polanco-Echeverry y Rios-Osorio (2016), R. microplus afecta al 80% del ganado bovino a
nivel mundial, con una marcada presencia en el tropico americano. La especie presenta un ciclo
bioldgico con una fase parasitaria en el hospedador y una fase libre en el ambiente, lo que complica
su erradicacion total y exige estrategias de control integradas y sostenibles.

Las garrapatas y las enfermedades que transmiten representan un problema de alcance mundial
con repercusiones directas en la salud publica, la medicina veterinaria y la productividad ganadera.
Su manejo es particularmente complejo en regiones donde la interaccion entre la fauna silvestre y
el ganado favorece la transmision de patdgenos. Si bien el control quimico mediante acaricidas
continda siendo la estrategia mas utilizada, su eficacia se ve cada vez mas limitada por el desarrollo
de resistencia en las poblaciones de garrapatas y por los impactos negativos en el medio ambiente.
En este contexto, se han explorado enfoques alternativos como el control bioldgico, que incluye el
uso de depredadores naturales y hongos entomopatdgenos y las intervenciones fisicas, tales como
la modificacion del habitat, los cuales ofrecen opciones mas sostenibles, aunque requieren
optimizacion para alcanzar un impacto a gran escala. El manejo integrado de plagas (MIP) se perfila
como la alternativa mas sodlida a largo plazo, al combinar distintas tacticas que incrementan la
eficacia del control y reducen el riesgo ambiental. Asimismo, las innovaciones emergentes, como
los acaricidas potenciados con nanotecnologia y las vacunas de nueva generacién, abren nuevas
oportunidades para el desarrollo de programas de control mas eficientes y sostenibles, enmarcados
en un enfoque integral de “Una Salud” (One Health) (Makwarela et al., 2025).

Ante este panorama, el control racional de las garrapatas debe basarse en el conocimiento de su
biologia y ecologia, el uso estratégico de productos quimicos, la selecciéon de razas mas resistentes
y el aprovechamiento de alternativas como el control biolégico (Mendoza de Gives, s.f.). Estos
enfoques permiten no solo mejorar la eficacia en el manejo sanitario, sino también reducir el impacto
ambiental y promover la sostenibilidad en los sistemas ganaderos.

El desarrollo de productos comerciales basados en hongos entomopatégenos ha avanzado
notablemente en Latinoamérica. En Brasil, se evaluaron dos formulaciones de Metarhizium
anisopliae (Metarril® SP Organic y Metarril® SC Organic) sobre diferentes fases bioldgicas de
Rhipicephalus microplus. Se utilizaron concentraciones de 10°, 107 y 108 conidios/mL y se aplicaron
mediante inmersion para probar su efecto sobre huevos, larvas y hembras engorgadas. La
formulacién Metarril® SP (conidios secos) mostr6 una baja eficacia, sin efectos relevantes sobre la
biologia reproductiva de las hembras tratadas y solo reducciones leves en la incubabilidad de los
huevos y la densidad larval. En contraste, Metarril® SC (conidios en aceite vegetal) obtuvo

resultados significativamente superiores. En hembras, se reportaron reducciones en el peso de las
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masas de huevos y en el indice de produccion de huevos. En los huevos, la concentracion mas alta
(108 conidios/mL) prolongd el periodo de incubacién, acorté el tiempo de eclosion y redujo la
incubabilidad hasta en un 61%. En larvas, las concentraciones de 107 y 10® conidios/mL lograron
tasas de mortalidad del 99.6% y 100%, respectivamente, después de 10 dias de exposicion. Estos
hallazgos refuerzan la importancia de desarrollar y utilizar formulaciones oleosas, como Metarril®
SC, especialmente dirigidas a los estadios méas susceptibles del ciclo de vida del paréasito, como los
huevos y las larvas (Nogueira et al., 2020).

Ante esta problematica, surge la necesidad de explorar alternativas sostenibles y ecoldgicas, entre
las cuales destaca el control biol6gico mediante el uso de microorganismos entomopatdgenos,
como el hongo Beauveria bassiana, que ha demostrado eficacia contra diversas plagas.
Pulido-Medellin et al. (2015) evaluaron la eficacia de la cepa MaF1309® de M. anisopliae sobre

garrapatas adultas en condiciones in vitro en Tunja, Colombia. Mediante la técnica de inmersion,

se aplicaron tres concentraciones del hongo (1x104, 1x10® y 1x10® conidias/mL). Se observé una

relacion directamente proporcional entre la concentraciéon del hongo y la mortalidad de las
garrapatas. En particular, la concentracion de 1x102 conidias/mL logré un 100% de mortalidad a los
14 dias post-tratamiento, ademas de una significativa inhibicion de la oviposicion y reduccion en la
eclosion de larvas (32%).

En el altiplano boliviano, la ganaderia de camélidos enfrenta importantes afectaciones sanitarias
ocasionadas por garrapatas (Amblyomma parvitarsum), cuyo parasitismo provoca pérdidas
econdmicas significativas. Ante esta problematica, se han explorado alternativas de control
biologico basadas en hongos entomopatdégenos como Beauveria bassiana (Balsamo Vuill.). En un
estudio desarrollado en la Estacion Experimental Choquenaira, Viacha — Bolivia, se evalu6 en
laboratorio la patogenicidad y virulencia de diferentes cepas de B. bassiana sobre A. parvitarsum.

El disefio experimental fue completamente al azar con arreglo bifactorial, utilizando analisis de

varianza (ANVA), prueba de Duncan y estimaciones de error estandar (< 5 %). Las variables

analizadas incluyeron el efecto patogénico, el grado de virulencia, el tiempo letal medio (TLso) y la
concentracion letal media (CLsy). Los resultados evidenciaron diferencias significativas en la
mortalidad de garrapatas, destacando la cepa 24 PV/CC con un 73,3 % de mortalidad a una
concentraciéon de 1 x 108 conidios mL™. Sin embargo, la cepa T6 presentd el menor TLs,
alcanzando un 50 % de mortalidad en 18 dias. Las CLs, estimadas fueron de 2,5 x 10° conidios mL™
para la cepa 24 PV/CC y 1,4 x 107 conidios mL™ para la cepa Bb.9205. Estos hallazgos confirman
el potencial de B. bassiana como agente patdégeno y virulento contra A. parvitarsum, lo que respalda
su inclusion en estrategias de manejo integrado de garrapatas en la ganaderia camélida del

altiplano boliviano (Huanca et al., 2025).
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5. Metodologia

5.1 Localizacion del estudio

La investigacion se llevo a cabo en cinco unidades de produccion pecuaria ubicadas en el municipio
de Tantoyuca, Veracruz: Los Olivos, Mirador, Las Conchitas, El Orején y Veredas. En estos ranchos
se desarrolla ganaderia bovina de doble proposito con ejemplares de las razas Cebu, Brahman,
Suiz-Bu y Suizo.

La selecciéon de las unidades se basoé en el criterio de que, durante un periodo minimo de veinte
dias previos al muestreo, el ganado no hubiese recibido tratamientos con garrapaticidas quimicos,

con el fin de evitar interferencias en la evaluacion de la estrategia de control biolégico.

5.2 Recoleccién de hembras teleéginas de Rhipicephalus microplus

La recoleccion de garrapatas se realiz6 en mayo de 2024, obteniéndose 20 ejemplares por unidad
de produccion.
Los parasitos fueron cuidadosamente extraidos del cuerpo de los bovinos en regiones anatomicas
comunmente afectadas (orejas, papada, dorso y pecho) utilizando pinzas de precision y aplicando
movimientos controlados de torsion para evitar dafios a los ejemplares (Servicio Nacional de
Sanidad y Calidad Agroalimentaria [SENASA], 2025).

Las garrapatas recolectadas se depositaron en frascos de ensayo etiquetados con la informacién
de la unidad de procedencia y se transportaron al laboratorio del Instituto Tecnoldgico de Tantoyuca

para su procesamiento y analisis.

5.3 Desinfeccién y preparacion de especimenes.

Los ejemplares se sometieron a desinfeccion inicial mediante inmersion en una solucion de
hipoclorito de sodio al 1 % durante un tiempo suficiente para eliminar contaminantes superficiales.
Posteriormente, se enjuagaron con agua destilada estéril y se colocaron en cajas Petri estériles

para su manejo y observacion.
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5.4 |dentificacion taxondmica

La identificacion de las garrapatas se efectuo utilizando un microscopio estereoscopico VELAB,
siguiendo las claves taxonémicas propuestas por Guglielmone et al. (2003) y Bautista-Garfias et al.
(2006) para la determinacion morfolégica de especies de importancia veterinaria en la region
neotropical.
Los caracteres diagnosticos observados incluyeron:

e [Forma y ornamentacioén del escudo (scutum).

e Longitud y proporcion de los palpos.

e Forma de la base capitular.

e Presenciay disposicion de festones.

e Morfologia de coxas y placas espiraculares.
La confirmacién morfolégica establecio que todas las garrapatas recolectadas correspondieron a

hembras teledginas de R. microplus.

5.5 Ensayos in vitro
Se empled un aislado nativo de Beauveria bassiana previamente obtenido de suelo/patégeno
(especificar fuente exacta) y cultivado en medio PDA. El cultivo se mantuvo en condiciones
controladas de laboratorio (25+2°C, humedad relativa del 70-80 %, fotoperiodo de 12 h). Las
colonias se conservaron en refrigeracion (4 °C) hasta su utilizacién experimental.
Se evalué la incidencia de infeccion provocada por un aislado nativo de Beauveria
bassiana mediante ensayos de inmersion. Se prepar6 una suspension conidial a una concentracion
de 1 x 108 conidios/mL y se aplicaron dos tratamientos:
e T1:5mL de suspension conidial.
o T2: 10 mL de suspension conidial.
Se incluyé un grupo control tratado unicamente con agua destilada estéril y Tween® 80 al
0,01 %.
Cada hembra se sumergié durante 1 minuto en la suspension correspondiente, se seco sobre papel
absorbente estéril y se incub6 individualmente en condiciones controladas (27 £ 1 °C, HR 80 £ 5 %).

Se registro la mortalidad y la presencia de micelio cada 48 horas.
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Figura 1. Cepa de Beauveria spp

Figura 2. CAmara humeda donde se colocaron las muestras
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5.6 Disefno experimental

Se empled un disefio experimental completamente aleatorizado. Las variables analizadas fueron la
mortalidad del ectoparasito (in vitro) y el tiempo en que ocurria dicha mortalidad. Cada caja Petri
utilizada en los tratamientos representd una unidad experimental, en la cual se realizaron las
observaciones y mediciones correspondientes (Tabla 1).

Tabla 1. Descripcién de los tratamientos

y ] Ndmero  de Total de
_ Concentracion Numero de
Tratamiento _ _ _ garrapatas por garrapatas por
de Beauveria cajas petri

caja tratamiento
Tratamiento 1 8 x 10° 13 3 39
Tratamiento 2 1 x 108 13 3 39
Tratamiento 3 Testigo 13 3 39
Total general — 39 — 117

5.7 Recoleccidn de garrapatas para estudios de infestacion larval en pasto (Cynodon

dactylon)

La recoleccién de garrapatas Rhipicephalus microplus en fase de hembras teledginas se realizé en
el rancho Las Conchitas, situado en el municipio de Tantoyuca, Veracruz. Se utilizaron bovinos de
la raza Suiz-Bu y, mediante el uso de pinzas de precision, se extrajeron cuidadosamente las
garrapatas aplicando movimientos controlados de torsién para evitar dafios y preservar su
viabilidad.

Los ejemplares recolectados se depositaron en frascos de ensayo debidamente etiquetados y se
transportaron al Laboratorio del Instituto Tecnoldgico Superior de Tantoyuca. En total, se

recolectaron 150 garrapatas.

5.8 Procesamiento, incubacién y obtencién de larvas

Las garrapatas recolectadas fueron desinfectadas mediante inmersion en una solucion de
hipoclorito de sodio al 1%, seguidas de un enjuague con agua estéril y secado con papel
absorbente (Figura 3a). Posteriormente, se examind su integridad morfolégica con un microscopio

estereoscopico para descartar ejemplares dafiados.
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La identificacion taxondmica se llevé a cabo siguiendo las claves de Guglielmone et al. (2003) y
Barros-Battesti et al. (2006), confirmandose que todos los ejemplares correspondian a R. microplus.
Para la obtencién de huevos viables, se colocaron tres hembras por caja Petri provista de camara
himeda (Figura3b) para mantener condiciones microambientales favorables. Las cajas se
incubaron en estufa a 27 £ 1 °C durante 10 dias, de acuerdo con la metodologia descrita por Jaén-
Torrijos et al. (2015). Bajo estas condiciones, la eclosion de larvas se observé aproximadamente a

los 20 dias posteriores al inicio de la oviposicion.

5.9 Evaluacién en campo del efecto de Beauveria spp. sobre larvas de garrapata

El estudio de campo se desarroll6 en el rancho Pénjamo, en Tantoyuca, Veracruz, zona de clima
célido subhumedo con lluvias en verano, temperatura media anual de 23,3°C (variaciones
mensuales entre 7 °C y 14 °C) y precipitacion anual de 1.236 mm. Este sitio fue seleccionado por
cumplir con las condiciones agroecoldgicas adecuadas para el ensayo.

Se aplicaron los siguientes tratamientos:

T1 - B5mL: Aplicacion de Beauveria spp. a una concentracion de 1 x 108 esporas/mL.

T2 —B10 mL: Aplicacién de Beauveria spp. a una concentracion de 8 x 108 esporas/mL.

T3 — Control: Aplicacion de agua destilada sin microorganismos.

El &rea experimental consistié en un potrero con pasto Costa Bermuda (Cynodon dactylon), dividido
en dos grupos: pleno sol y sombra. Cada grupo se conformdé por nueve parcelas de 9m?,
delimitadas con bordes de 1,5 m para evitar la dispersion de larvas. Se realizé limpieza quincenal
para evitar el crecimiento de maleza y se aplico hidroxido de calcio tres veces por semana para
prevenir migracion larval.

La separacion entre tratamientos fue de 30 m y las aplicaciones se realizaron mediante aspersion
manual (Figura 4) cada tres dias (de 18:00 a 19:00 h) para evitar la exposicion solar directa, lo que
ayuda a preservar la viabilidad de las conidias fungicas durante su aplicacion. Este procedimiento
esta alineado con lo descrito por Polar et al. (2005), quien validd que las formulaciones en aceite
para aplicaciones ULV deben realizarse en horarios de baja irradiacion solar para minimizar
deterioros de los propagulos (Nchu et al., 2010).

El conteo de larvas se efectu6 desde el dia 0 y semanalmente hasta finalizar el experimento. La
recoleccion de larvas se realizé mediante el método de arrastre descrito por Salomén et al. (2020),
gue consiste en desplazar unatela de franela blanca sobre la vegetacion baja en transectos lineales
durante un minuto. Las muestras se depositaron en envases de nailon tipo tetra pack, selladas y

trasladadas al laboratorio, donde se mantuvieron durante cinco horas para el conteo larval.

25



TECNOLOGICO
NACIONAL DE MEXICO

5.10 Disefio experimental

El disefio experimental fue completamente al azar, con seis repeticiones por tratamiento. Las
variables analizadas fueron:

Mortalidad larval (%).

Reduccion en la oviposicion.

Presencia/ausencia de micelio.

El monitoreo de la mortalidad larval se realizé cada siete dias, registrando la reduccion progresiva

en el numero de larvas a lo largo del tiempo.

8 \:

en campo

Figura 3. Division de parcelas

5.11 Andlisis estadistico

Los datos obtenidos sobre mortalidad larval, oviposicion y presencia de micelio se organizaron en
hojas de célculo Excel.

Se realiz6 un ANOVA de una via para determinar diferencias significativas entre tratamientos

(p<0,05). Los resultados se expresaron como media + desviacion estandar.

5.12 Identificacion molecular

La extraccion de ADN se llevo a cabo siguiendo el protocolo CTAB (hexadeciltrimetilamonio
bromuro) al 2%, formulado con Tris-HCI 100 mM pH 8.0, EDTA 2 mM, CTAB 2% y NaCl 1.4 M,
conforme a lo descrito por Doyle (1991). Todas las manipulaciones se realizaron dentro de una

campana de flujo laminar previamente desinfectada con hipoclorito de sodio y etanol al 76%. Se
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colocé un mechero como medida de esterilidad, y se dispusieron microtubos y gradillas para facilitar
el manejo de las muestras.

La muestra fungica fue recolectada mediante raspado con una puntilla estéril y transferida a un
mortero que contenia 1000 pL de solucion CTAB al 2%. Se tritur6é cuidadosamente hasta obtener
una suspension homogénea, que fue transferida a microtubos e incubada a bafio maria a 96 °C
durante 90 minutos. Posteriormente, se agitd en vértex durante 5 minutos y se le adicionaron 500
ML de cloroformo-isoamilico, mezclando por inversion. La fase organica fue separada por
centrifugacion a 11,500 rpm durante 15 minutos. El sobrenadante se extrajo cuidadosamente y se
repitié la extraccién con 700 pL de cloroformo-isoamilico.

Para precipitar el ADN, se utilizé etanol frio al 100% (-20 °C), incubando las muestras durante 12
horas. Luego de centrifugarlas, se lavo el pellet con isopropanol al 70%, y se dejo secar a
temperatura ambiente durante 2 horas. Finalmente, el ADN se resuspendié en 100 pL de agua
HPLC y se almaceno a -20 °C hasta su analisis.

5.12.1 Cuantificacion espectrofotométrica

La cuantificacion del ADN se realizé mediante espectrofotometria, utilizando 2 pL de la muestra. La
lectura se efectué en un espectrofotometro calibrado, y los resultados reflejaron tanto la
concentracion como la calidad del ADN, siendo esta ultima adecuada para su posterior analisis

molecular.
5.12.2 Amplificacién por PCR vy electroforesis en gel de agarosa

Para la amplificacién de las secuencias, se utilizaron los primers ITS, RPB1 y RPB2. Se prepar6
una mezcla de reaccién (mix) La mezcla de reaccion proporciona el ambiente quimico ideal y los
insumos moleculares necesarios para que la enzima Tag polimerasa pueda sintetizar nuevas
cadenas de ADN a partir del molde.que contenia agua HPLC, buffer, dNTPs, Taq polimerasa y los
primers especificos. A cada reaccion se agregaron 3 uL de ADN y 12 pL del mix.

La separacion de productos de PCR se realizo mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5%.
Para ello, se disolvieron 3 gramos de agarosa en 200 mL de solucion TAE 1X, calentandola en
microondas hasta su completa disolucién. La mezcla fundida se vertié en un molde con peines para
formar los pocillos y se dejo6 solidificar. Se cargaron las muestras mezcladas con buffer de carga en
los pocillos y se corriod la electroforesis durante 90 minutos. Finalmente, el gel fue revelado en un
fotodocumentador con luz ultravioleta, y se verifico la presencia de bandas especificas de acuerdo

con el peso molecular esperado para cada marcador.
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6. Resultados y discusion

6.1 Identificacion taxondmica de garrapatas

El organismo objeto de estudio corresponde al ectoparasito Rhipicephalus (Boophilus) microplus,

conocido cominmente como la garrapata del ganado bovino.

Desde el punto de vista morfolégico, esta garrapata presenta un cuerpo ovalado. En los machos,
el escudo dorsal es visible y muestra ornamentaciones, mientras que en las hembras el cuerpo se
expande considerablemente durante la alimentacion, pudiendo alcanzar hasta 12 mm de longitud.
Posee palpos cortos y un aparato bucal especializado para la succion de sangre, extremidades bien
desarrolladas y un capitulum orientado hacia adelante, rasgo caracteristico del subgénero

Boophilus.

Se trata de un acaro monoxeno, ya que completa todo su ciclo de vida sobre un solo hospedador,
generalmente bovinos. R. microplus reviste gran relevancia en medicina veterinaria debido a su
capacidad para actuar como vector de hemoparasitos, tales como Babesia bovis, Babesia bigemina

y Anaplasma marginale, agentes etioldgicos de la enfermedad conocida como tristeza bovina.

La determinacién taxondmica de las garrapatas recolectadas se realiz6 empleando las claves
morfoldgicas propuestas por Walker et al. (2003). Para ello, se observaron cuidadosamente bajo
un estereomicroscopio diversas estructuras diagnésticas, tales como la forma del escudo dorsal
(scutum), la ornamentacion del tegumento, la disposicién y longitud de los palpos, la denticion del
hipostoma, asi como las caracteristicas de las patas, espiraculos y placas genitales. Estas
observaciones permitieron identificar con precision los especimenes hasta el nivel de especie,

confirmando la presencia de Rhipicephalus (Boophilus) microplus.
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6.2 Eficacia in vitro del hongo Beauveria bassiana sobre hembras teleoginas de

Rhipicephalus microplus

La evaluacion in vitro de Beauveria bassiana se realiz6 mediante la aplicacion de dos tratamientos
con volumenes distintos: 5 mL y 10 mL de una suspension de 1x1081 \times 10781x108
conidios/mL, ademas de un grupo testigo sin aplicaciéon fungica. La presencia de micelio se utilizo

como indicador de infeccion.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 2, donde se observa una clara diferencia en la

proporcion de garrapatas con micelio entre los tratamientos y el grupo control.

Tabla 2. Presencia o ausencia de micelio en hembras teledginas de R. microplus tratadas con B.

bassiana

Tratamiento Presencia de micelio (P+) Ausencia de micelio (A-)

B5mL 25 14
B1OmL 28 11
Testigo 0 39

La infeccion micética se presenté en el 64.1% de las garrapatas tratadas con 5 mL y en el 71.8%
de las tratadas con 10 mL, mientras que en el grupo control no se observé desarrollo de micelio. El
analisis estadistico mediante la prueba de Chi-cuadrada (X2X"2X2 = 19.185; p < 0.0001) indico
diferencias significativas entre los tratamientos, confirmando la efectividad del hongo para colonizar

a los ectoparasitos.

Estos resultados evidencian la capacidad infectiva de B. bassiana sobre garrapatas adultas, incluso
en su fase mas resistente. Investigaciones previas han documentado hallazgos similares. Por
ejemplo, Zumaeta et al. (2022) evaluaron la patogenicidad de B. peruviensis sobre hembras
teledginas, registrando mortalidades de hasta 92% con concentraciones de 1x1091 \times
10791x109 conidios/mL y una inhibicion de oviposicion del 60%. Aunque en el presente estudio no
se midi6 la mortalidad, la elevada incidencia de micelio sugiere un impacto comparable, dado que

la presencia de estructuras micoticas es indicativa de infeccion letal o debilitante.

De manera similar, en México han mostrado que cepas nativas de B. bassiana y M. anisopliae
lograron mortalidades en hembras adultas de R. microplus superiores al 75 %, con reducciones del
namero viable de huevos superiores al 25 %, lo cual coincide con los resultados encontrados en

este estudio (Fernandez-Salas et al., 2019).
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Un estudio mas reciente, en México, Alonso-Diaz et al. (2022) realizaron el primer estudio enfocado
en la evaluacion de cepas nativas de hongos entomopatégenos contra larvas de Amblyomma
mixtum. Los autores reportaron que varios aislados presentaron mortalidades clinicas significativas,
superiores al 24 %, destacando la capacidad de ciertos genotipos para infectar y afectar el
desarrollo de este género de garrapatas en condiciones controladas. Este hallazgo resulta relevante
ya que amplia la evidencia sobre el potencial de los hongos entomopatégenos en el control de
garrapatas distintas a R. microplus, respaldando su viabilidad como herramienta dentro de

programas de manejo integrado de ectoparasitos en regiones tropicales y subtropicales.

Estudios previos en el género Amblyomma han demostrado la eficacia de M. anisopliae en adultos,
con mortalidades superiores al 90 % en especies como A. maculatum y reducciones significativas
en eclosion larval. Por ejemplo, Kirkland et al. (2004) reportaron méas del 90 % de mortalidad en A.
maculatum tras exposicién a una suspension de 108 conidios/mL, con colonizacién micética visible
en mas del 70 % de los individuos tratados. Estas evidencias respaldan la viabilidad de aplicar

hongos entomopatdgenos en el control de garrapatas en sistemas tropicales.

En conjunto, los resultados del presente estudio refuerzan el potencial de B. bassiana como
alternativa sostenible al uso de acaricidas quimicos. La infeccion micética en hembras teledginas
representa un punto critico para interrumpir el ciclo bioldgico del parésito, ya que puede reducir

tanto la capacidad de oviposicion como la viabilidad de los huevos (Fernandez-Salas et al., 2019).

6.3 Evaluacioén in situ sobre larvas de Rhipicephalus microplus en pasto (Cynodon

dactylon)

En las pruebas de campo se evaluaron dos concentraciones de Beauveria bassiana (1x1081 \times
10781x108 y 8x1068 \times 10768%106 conidios/mL) aplicadas en condiciones de sol y sombra,
durante tres periodos diferentes. Se analizaron dos variables: nUmero de larvas vivas y presencia

de micelio.

La prueba de Shapiro-Wilk evidencié que los datos no seguian una distribucion normal (p < 0.0001),

por lo que se utilizaron modelos mixtos y analisis de varianza (ANOVA).

El andlisis de la variable presencia de micelio mediante ANOVA mostr6 efectos significativos del
tratamiento, la condicion de luz y la fecha de evaluacion, asi como interacciones entre estos
factores. Sin embargo, la prueba t de Student no detecté diferencias significativas entre las
condiciones de sol y sombra (p = 0.4646), aunque la media de presencia de micelio fue ligeramente

mayor en sombra (7.65) que en sol (6.67).
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Por otro lado, el modelo aplicado a la variable namero de larvas vivas indico que ni la dosis ni la
condicion de aplicacion por si solas tuvieron un efecto significativo. No obstante, el periodo de
evaluacion resulté ser un factor determinante (F = 308.1; p < 2.2 x 107'), lo que sugiere que el éxito

del tratamiento estuvo influenciado por condiciones ambientales y temporales.

Estos hallazgos coinciden con investigaciones previas que sefialan que variables como la humedad
relativa, la temperatura y la radiacion solar pueden modificar drasticamente la viabilidad de las
esporas Yy la velocidad de infeccién de B. bassiana en ambientes naturales. Por ejemplo, Inglis et
al. (2001) demostraron que la efectividad de los hongos entomopatégenos se ve limitada en
ambientes con alta radiacion UV o baja humedad, condiciones frecuentes en sistemas a cielo

abierto.

Las interacciones significativas encontradas entre dosis, lugar de aplicacion y periodo de evaluacion
sugieren que la eficacia del hongo no depende de un solo factor, sino de una combinacion de
condiciones ambientales y logisticas. Esto refuerza la necesidad de disefiar estrategias de
aplicacion que consideren la estacionalidad y los microambientes presentes en los sistemas

ganaderos.

En conjunto, la evidencia generada en este estudio, sumada a la reportada en la literatura cientifica,
respalda la inclusién de cepas nativas de B. bassiana en programas de manejo integrado de
garrapatas, particularmente en regiones tropicales como Tantoyuca, Veracruz, donde las

condiciones agroecoldgicas favorecen su aplicacion y persistencia.

6.4 Identificacion molecular de la especie nativa de Beauveria

Se obtuvo una secuencia consenso combinando la regién completa del ITS y fragmentos parciales
de los genes RPB1 y TEF, tras un minucioso recorte y ensamblaje con BioEdit v7.0.5 (Hall, 1999).
Posteriormente, se realiz6 un alineamiento multiple mediante MAFFT v7.475 (Katoh y Standley,
2013).

Las secuencias obtenidas fueron comparadas con referencias ex type de Beauveria disponibles en
bases de datos publicas como GenBank (NCBI), UNITE y BOLD Systems, empleando Cordyceps
javanica NR_111172 como grupo externo. Los alineamientos génicos individuales fueron

concatenados con el software Mesquite v3.6 (Maddison, 2008).

El ajuste de modelos evolutivos se realiz6 con jModelTest v2 (Darriba et al., 2012) v,
posteriormente, se llevaron a cabo andlisis filogenéticos mediante inferencia bayesiana (MrBayes
v3.2.1; Ronquist et al., 2012) y maxima verosimilitud (raxmIGUI 1.5b2; Silvestro y Michalak, 2012).
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Para MrBayes se utilizaron cuatro cadenas y 2 millones de generaciones, con un burn-in del 25%.
En el analisis de ML se aplic6 un bootstrap rapido de 1,000 réplicas bajo el modelo GTR+G. Los

arboles resultantes fueron visualizados con FigTree v1.4.4 (Rambaut, 2010) y MEGAY (Figura 5).
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Figura 4. Filogenia de cepas de Beauveria construida mediante analisis filogenético

El uso de marcadores multiples (ITS, TEF, RPB1) ha sido ampliamente respaldado en estudios
recientes para delimitar especies dentro del género Beauveria. Katoh & Standley (2013) destacaron
gue MAFFT permite alineamientos precisos pararegiones ribosomales y genes codificantes, lo cual
es esencial para analisis concatenados. Asimismo, Hall (1999) subray6 la precision de BioEdit en

la edicién de secuencias crudas.
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Trabajos previos como Rehner & Buckley (2005), y Rehner et al. (2011) han demostrado que los
analisis multilocus usando ITS, TEF, RPB1, RPB2 y Bloc permiten resolver clados robustos dentro
del complejo de B. bassiana. En particular, Rehner y Buckley (2005) mostraron que la combinacién
de RPB1, Bloc y TEF discrimina especies cripticas con altos niveles de soporte estadistico,
utilizando métodos de inferencia bayesiana y maxima verosimilitud.

En el presente estudio, la amplificacién y secuenciacion de estos marcadores permitié construir
filogenias robustas que facilitaron la identificacion precisa de la cepa utilizada (Bustamante et al.,
2019). De forma similar, Wang et al. (2022), mediante un analisis basado en seis loci (incluyendo
ITS y RPB1), confirmaron la existencia de numerosas especies nuevas dentro de este género.

La eleccién de estos marcadores y herramientas bioinformaticas esta respaldada por su uso como
estandar en filogenia de hongos entomopatégenos. MrBayes proporciona estimaciones
probabilisticas detalladas (posterior probability), mientras que RAXML destaca por su eficiencia
computacional y la robustez de sus valores de bootstrap. La concordancia entre ambos métodos
en este estudio refuerza la solidez del arbol final y la delimitacion de especies.

Los resultados obtenidos validan la identificacion taxondmica de la cepa candidata y su posicién
dentro del género Beauveria. Su ubicacion en clados con alto soporte estadistico avala su
coherencia genética con especies reconocidas, garantizando su idoneidad como agente de

biocontrol especifico y respaldando su potencial uso en contextos cientificos y regulatorios.
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7. Conclusiones

Los resultados obtenidos demostraron que el hongo entomopatégeno Beauveria bassiana tiene un
alto potencial como agente de control biolégico de Rhipicephalus microplus, tanto en condiciones
de laboratorio como en campo. En las pruebas in vitro, se observé una notable presencia de micelio
en las hembras teleoginas tratadas, especialmente con la dosis mas alta, lo que indica una
capacidad efectiva de infeccion. Esto sugiere que el hongo podria reducir la reproduccién de las

garrapatas al interferir con su capacidad ovopositora.

En evaluaciones de campo realizadas, se ha comprobado que el uso de formulaciones de hongos
combinadas con adyuvantes naturales o aceitosos puede mejorar considerablemente la eficacia
del biocontrol, incluso alcanzando valores superiores al 90 %. Ademas, la aplicacion mediante
meétodos practicos como el sistema de rociado sobre el ganado facilita su adopcion en explotaciones

ganaderas.

El andlisis molecular basado en mdltiples regiones genéticas permitié confirmar con alta certeza la
identidad del aislado evaluado dentro del género Beauveria, lo cual respalda su uso como
bioinsumo. Esta validacion genética es crucial para garantizar tanto su seguridad como su

efectividad, y para posibles procesos de registro en instancias regulatorias.

En conjunto, este trabajo aporta evidencia soélida sobre la viabilidad de utilizar B. bassiana como
alternativa ecologica para el control de garrapatas en sistemas ganaderos, y refuerza su inclusion

en estrategias de manejo integrado que busquen disminuir el uso de productos quimicos.
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8. Recomendaciones

Desarrollar formulaciones eficaces: se sugiere optimizar las formulaciones de hongos
entomopatégenos mediante el uso de coadyuvantes que mejoren su persistencia y adherencia al

hospedador en ambientes tropicales.

Usar cepas locales adaptadas: se recomienda trabajar con cepas nativas, adaptadas a las

condiciones locales, ya que suelen ofrecer mejores resultados frente a cepas exoticas.

Incorporar el biocontrol a estrategias integradas: el uso de B. bassiana deberia considerarse parte
de un programa de manejo integral de garrapatas, complementando otras practicas preventivas y

sanitarias.

Fortalecer la capacitacion en campo: es fundamental capacitar a productores y técnicos sobre el
manejo, produccién y aplicacion de hongos entomopatdgenos para asegurar su uso adecuado y

efectivo.

Realizar validaciones en diferentes entornos: es conveniente ampliar las evaluaciones en distintas
zonas geogréficas y condiciones ambientales para validar la consistencia de los resultados y ajustar

las estrategias segun el contexto.

Mantener el enfoque molecular en la identificacion: continuar empleando herramientas moleculares
en la identificaciébn de nuevas cepas garantizar4 una correcta clasificacion, evitando errores

taxonomicos y facilitando su registro y aplicacion comercial.
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Abstract: Rhipicephalus microplus is a tick of major veterinary relevance that causes significant economic losses in tropical cattle production
due to its blood-feeding behavior and its role as a vector of hemoparasites. The extensive use of chemical acaricides has led to the development
of resistant tick populations, highlighting the need for sustainable biological alternatives. Among these, entomopathogenic fungi such as
Beauveria bassiana have gained attention for their efficacy against arthropod pests and low environmental impact. This study aimed to evaluate
the in vitro and in situ efficacy of a native B. bassiana isolate against engorged females of R. microplus and to confirm its taxonomic identity
through multilocus phylogenetic analysis. Two treatments were applied by immersing ticks in 5 mL and 10 mL of a conidial susp ension (1 x 10*
conidia/mL), along with an untreated control group. Fungal infection was assessed based on the presence of external mycelial growth on tick
cadavers. DNA was extracted from the fungal isolate, and the ITS, RPB1, and TEF1-a regions were amplified and sequenced. Phylogenetic
analyses using Bayesian inference and maximum likelihood confirmed the identity of the isolate as B. bassiana, showing high similarity to
known type strains. The treatments resulted in infection rates of 64.1% (5 mL) and 71.8% (10 mL), while no infection was observed in the
control group. These findings demonstrate the potential of this native B. bassiana isolate as a biological control agent against R. microplus
and support its integration into sustainable pest management strategies in tropical livestock systems.

Keywords: Rhipicephalus microplus, Beauveria bassiana, biological control, phylogenetic analysis.

1. INTRODUCTION

Cattle farming is one of the most important agricultural activities in Mexico, due to its contribution to food security and its impact
on the economic and social development of rural regions. The Mexican tropics, particularly the warm-humid areas such as the state
of Veracruz, offer favorable agroecological conditions for dual-purpose production systems, which are characterized by the
simultaneous generation of meat and milk under extensive or semi-intensive management [1]. This activity represents a vital source
of income for millions of small- and medium-scale producers, and it is estimated that over 60% of the national herd is concentrated
in tropical regions [8]. In addition to providing meat and milk, the sector generates employment and strengthens local value chains.

However, tropical livestock production faces major sanitary challenges, primarily those associated with ectoparasite-borne
diseases. Ticks are among the most harmful ectoparasites, as they compromise the health and productivity of cattle herds, causing
substantial economic and social impacts [5]. Besides the physical damage caused by their hematophagous activity, ticks are vectors
of serious diseases such as babesiosis and anaplasmosis, which lead to weight loss, reduced milk production, and, in severe cases,
death of the animal [7].

The traditional control of these ectoparasites relies mainly on chemical acaricides. However, prolonged and intensive use has
resulted in the emergence of Rhipicephalus microplus resistant strains, leading to increased production costs, reduced treatment
efficacy, and environmental contamination risks [5; 2]. In response to these challenges, entomopathogenic fungi have emerged as
viable and sustainable biological control alternatives. Among them, Beauveria bassiana stands out for its ability to infect a wide
range of ectoparasite species without affecting non-target organisms or the environment [6]. This approach aligns with the principles
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of Integrated Pest Management (IPM), as it allows the inclusion of biological control agents within broader and more sustainable
strategies.

The tropical region of Veracruz has been identified as a priority area for implementing such strategies due to its relevance in
national cattle production and the high incidence of R. microplus infestations [3-4]. Moreover, factors such as climate change, soil
degradation, and overgrazing have increased the vulnerability of livestock systems in the region. Studies conducted in this area have
shown that the application of B. bassiana can significantly reduce tick populations under field conditions, particularly when
combined with other management practices such as pasture rotation and the selection of tick-resistant cattle breeds [4]. This
integrated approach helps reduce dependence on chemical products and promotes the long-term sustainability of livestock
production systems.

However, to ensure the efficacy and safety of B. bassiana-based bioproducts, it is essential to conduct precise taxonomic
identification of fungal isolates and provide experimental evidence supporting their virulence and adaptation to local environmental
conditions. In this context, the objective of this study was to evaluate the in vitro efficacy of a native B. bassiana isolate against
engorged females of R. microplus and to confirm its identity through multilocus phylogenetic analysis. The results of this research
will contribute to the development of adapted biological control strategies for tropical livestock systems in Veracruz, aiming for
more sustainable, profitable, and environmentally responsible cattle farming.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Study Area

The study was conducted in five dual-purpose cattle production units in Tantoyuca, Veracruz, Mexico: Los
Olivos, Mirador, Las Conchitas, EI Orején, and Veredas. The farms raise Bos indicus and crossbreeds (Cebu,
Brahman, Suiz-BU, and Swiss) under semi-intensive systems.

Toavoid interference in the biological control evaluation, farms were selected based on the criterion that cattle
had not been treated with chemical acaricides for at least 20 days prior to tick collection.

2.2 Collection of Engorged Female Ticks

In May 2024, 20 engorged females of Rhipicephalus microplus were collected from each farm (n=100). Ticks
were manually removed using precision forceps from typical attachment sites (ears, dewlap, dorsum, chest),
applying gentle twisting to avoid injury [30]. Specimens were placed in labeled vials and transported to the
laboratory at the Instituto Tecnoldgico Superior de Tantoyuca.

2.3 Tick Disinfection and Handling
Ticks were surface-disinfected by immersion in 1% sodium hypochlorite, rinsed with sterile distilled water,
and placed in sterile Petri dishes for subsequent analysis.

2.4 Taxonomic ldentification

Morphological identification was performed using a VELAB stereomicroscope and the taxonomic keys of [7]
and [26]. Diagnostic features included scutum shape and ornamentation, palp dimensions, capitulum base
morphology, presence of festoons, and spiracular plate structure. All specimens were identified as engorged
females of R. microplus.

The title of the paper is centered 17.8 mm (0.67") below the top of the page in 24 point font. Right below the
title (separated by single line spacing) are the names of the authors. The font size for the authors is 11pt.
Author affiliations shall be in 9 pt.

2.5 In Vitro Bioassay with Beauveria bassiana
A native isolate of Beauveria bassiana (source: soil/pathogen; specify) was cultured on PDA medium under
controlled conditions (25 +2 °C, 70-80% RH, 12 h photoperiod) and stored at 4 °C until use.

A conidial suspension (1 x 108 conidia/mL) was prepared, and two immersion treatments were applied:
T1: 5 mL conidial suspension
T2: 10 mL conidial suspension
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A control group received sterile distilled water with 0.01% Tween® 80. Each tick was immersed for 1 minute,
dried on sterile absorbent paper, and incubated individually (27 =1 °C, 80 + 5% RH). Mortality and external
mycelial growth were recorded every 48 hours.

2.6 Experimental Design — In Vitro Assay

A completely randomized design was used. Each Petri dish represented an experimental unit, containing three
ticks. The variables analyzed were tick mortality and time to death. The distribution of treatments and sample
sizes is shown in Table 1.

Table 1: Experimental design of the in vitro assay: treatments with Beauveria bassiana and number of
Rhipicephalus microplus ticks evaluated per treatment.

Conidial
Treatment concentration Petri dishes || Ticks per dish Total ticks
(conidia/mL)
T1 |I8 x 10¢ |13 3 1139 |
T2 |[Lx 10¢ |13 3 1139 |
Control | |13 3 1139 |
Total |- |39 = |[117 |

2.7 Collection of Engorged Ticks for Larval Infestation Study

Additional R. microplus engorged females were collected at Las Conchitas ranch (Tantoyuca, Veracruz) from
Suiz-Bu cattle. Ticks were gently removed using precision forceps, avoiding damage to ensure viability.
Specimens (n = 150) were placed in labeled vials and transported to the laboratory.

2.8 Egg Laying and Larval Hatching

Ticks were surface-sterilized with 1% sodium hypochlorite, rinsed with sterile distilled water, and dried on
absorbent paper. Their integrity was verified under a stereomicroscope. Morphological identification was
confirmed using the keys of [7].

Three females were placed in each Petri dish with a moist chamber and incubated at 27 + 1 °C for 10 days to
allow oviposition [27]. Larval hatching occurred approximately 20 days after the start of oviposition.

2.9 Field Evaluation of Beauveria spp. on Tick Larvae
The field trial was conducted at Pénjamo ranch in Tantoyuca, Veracruz, a sub-humid tropical zone with an
average annual temperature of 23.3 °C and precipitation of 1,236 mm. The experimental area was a pasture of
Cynodon dactylon divided into sun and shade plots, each with nine 9 m? parcels, bordered with 1.5 m margins
to avoid larval dispersion.
Treatments applied:

T1-B5mL:1x 108 spores/mL

T2 —-B10 mL: 8 x 10® spores/mL

T3 — Control: distilled water only
Treatments were applied manually every three days (18:00-19:00 h) to reduce solar exposure and maintain
spore viability [28-29]. Weeds were removed biweekly, and calcium hydroxide was applied thrice weekly to
reduce larval migration.
Larval counts were conducted weekly using the drag cloth method [25]. A white flannel cloth was dragged
over vegetation in 1-minute transects. Samples were sealed in nylon containers and transported to the lab,
where they were incubated for 5 hours prior to counting.

2.10 Experimental Design — Field Trial

A completely randomized design with six replicates per treatment was used. The evaluated variables were:
Larval mortality (%)
Oviposition reduction
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Presence or absence of mycelial growth
Mortality was recorded weekly to assess population decline over time.

2.11 Statistical Analysis
All data were processed in Excel and analyzed using one-way ANOVA to determine significant differences
between treatments (p < 0.05). Results are presented as mean * standard deviation.

2.12 Molecular Identification

2.12.1 DNA Extraction and Quantification

DNA was extracted from the fungal isolate using the CTAB 2% protocol [31], with a buffer composed of Tris-
HCI (100 mM, pH 8.0), EDTA (2 mM), CTAB (2%), and NaCl (1.4 M). All procedures were performed under
sterile conditions in a laminar flow hood disinfected with sodium hypochlorite and 76% ethanol.

Fungal mycelium was scraped with a sterile loop and transferred to a mortar containing 1,000 uL of 2% CTAB
solution. The homogenate was incubated at 96 °C for 90 minutes, followed by vortexing and addition of
chloroform-isoamy! alcohol (24:1). After centrifugation (11,500 rpm, 15 min), the supernatant was extracted
and the step repeated. DNA was precipitated with 100% cold ethanol (—20 °C) and incubated for 12 hours.
The pellet was washed with 70% isopropanol, air-dried, and resuspended in 100 uL of HPLC-grade water.
DNA was stored at —20 °C.

DNA concentration and purity were measured by spectrophotometry using 2 pL of sample.

2.12.2 PCR Amplification and Gel Electrophoresis

The ITS, RPB1, and RPB2 regions were amplified using specific primers. The PCR mix included HPLC-
grade water, buffer, ANTPs, Taq polymerase, and primers. Each reaction contained 3 uLL of DNA and 12 uL
of reaction mix.

PCR products were separated via 1.5% agarose gel electrophoresis in 1x TAE buffer. Gels were stained and
visualized under UV light to confirm the presence of bands corresponding to expected molecular weights.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1  Taxonomic ldentification of Ticks

The ectoparasite identified in this study corresponds to Rhipicephalus (Boophilus) microplus, commonly
known as the cattle tick. Morphologically, R. microplus presents an oval body. Males exhibit a visible dorsal
scutum with ornamentation, while females significantly expand during blood feeding, reaching up to 12 mm
in length. Diagnostic features include short palps, a specialized piercing-sucking mouthpart, robust legs, and
a forward-oriented capitulum—characteristic of the Boophilus subgenus.

R. microplus is a monoxenous tick, completing its entire life cycle on a single host, typically cattle. It holds
high relevance in veterinary medicine due to its role as a vector of hemoparasites such as Babesia bovis,
Babesia bigemina, and Anaplasma marginale, causative agents of bovine babesiosis (“tristeza bovina”).

Identification was confirmed morphologically using the taxonomic keys proposed by [9], based on features
such as the shape and ornamentation of the scutum, palp length and arrangement, hypostome dentition, and
the morphology of legs, spiracles, and genital plates. All specimens were accurately identified as R. microplus
females.

3.2 In Vitro Efficacy of Beauveria bassiana Against Engorged Females of Rhipicephalus
microplus

The in vitro bioassay consisted of two treatments: immersion of ticks in 5 mL and 10 mL of a conidial suspension (1 x 108
conidia/mL), plus a control group with no fungal application. Fungal infection was confirmed by the presence of external mycelial
growth.

Fungal infection was observed in 64.1% of ticks treated with 5 mL and in 71.8% of those treated with 10 mL, while no infection
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was detected in the control group (Table 2). A chi-square test (2 = 19.185; p < 0.0001) indicated significant differences among
treatments, confirming the effectiveness of B. bassiana in colonizing R. microplus females.

Table 2: Mycelial growth in engorged females of R. microplus treated with B. bassiana

TRt | prepene by || Absent(an
| BSmML | 25 | 14 |
| BlomL || 28 | 11 |
| Control H 0 || 39 |

These findings support the infective capacity of B. bassiana, even at the engorged stage, one of the tick’s most resistant phases.
Similar results were reported by [10], who evaluated B. peruviensis and observed up to 92% mortality in engorged females at
concentrations of 1 x 10° conidia/mL, along with a 60% reduction in oviposition. Although mortality was not directly measured in
this study, the high incidence of visible mycelium suggests lethal or sublethal infection.

In Mexico, [11] also demonstrated over 75% mortality in adult females of R. microplus and more than 25% reduction in viable egg
numbers when exposed to native strains of B. bassiana and Metarhizium anisopliae. More recently, [12] evaluated native fungal
isolates against Amblyomma mixtum larvae and reported clinical mortality rates exceeding 24%, highlighting the versatility of
entomopathogenic fungi across tick genera.

Similarly, [24] observed over 90% mortality in Amblyomma maculatum exposed to 10® conidia/mL of M. anisopliae, with fungal
colonization in more than 70% of treated individuals. These findings reinforce the feasibility of entomopathogenic fungi as viable
alternatives to chemical acaricides in tropical tick control.

Overall, the results of this study confirm the potential of B. bassiana as a sustainable alternative to chemical acaricides. Fungal
infection of engorged females may disrupt the reproductive cycle by reducing oviposition capacity and egg viability [11], thus
contributing to long-term tick population management.

3.3 In Situ Evaluation of Beauveria bassiana Against Larvae of Rhipicephalus microplus on
Cynodon dactylon

Field trials evaluated two concentrations of B. bassiana (1 x 10% and 8 x 10° conidia/mL) under sun and shade
conditions over three evaluation periods. Two variables were analyzed: number of live larvae and presence of
external mycelium.

The Shapiro-Wilk test indicated non-normal data distribution (p < 0.0001); therefore, mixed models and
analysis of variance (ANOVA) were applied. ANOVA results for mycelial presence showed significant effects
of treatment, light condition, and evaluation date, as well as their interactions. However, Student’s t-test
detected no significant differences between sun and shade conditions (p = 0.4646), although a slightly higher
mean mycelial presence was recorded under shade (7.65) compared to full sun (6.67).

For the variable “number of live larvae,” neither the dose nor the application condition alone showed a
statistically significant effect. However, the evaluation period was a key factor (F = 308.1; p < 2.2 x 1071¢),
suggesting that treatment success was strongly influenced by temporal and environmental conditions.

These findings are consistent with previous reports highlighting the influence of abiotic factors such as
humidity, temperature, and solar radiation on fungal conidial viability and infection rates in natural
environments. For instance, [23] demonstrated that UV exposure and low humidity significantly reduced the
efficacy of entomopathogenic fungi under open-field conditions.

The significant interactions between dose, application condition, and evaluation period underscore that fungal
efficacy does not rely on a single factor but rather on a combination of environmental and operational
variables. This highlights the importance of designing application strategies that consider seasonality and
microenvironmental variation in tropical livestock systems.
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Together with findings from previous studies, the results from this trial support the integration of native B.
bassiana strains into Integrated Tick Management (ITM) programs, particularly in tropical regions like
Tantoyuca, Veracruz, where agroecological conditions favor spore persistence and activity.

3.4 Molecular Identification of the Native Beauveria Isolate

A consensus sequence was obtained by assembling the full ITS region and partial fragments of RPB1 and
TEF1-0 using BioEdit v7.0.5 [17]. Multiple sequence alignment was performed with MAFFT v7.475 [19],
and sequences were compared with type strains in public databases (GenBank, UNITE, BOLD Systems),
using Cordyceps javanica (NR_111172) as an outgroup. Gene alignments were concatenated in Mesquite v3.6
[20].

Evolutionary model selection was conducted with jModelTest v2 [21]. Phylogenetic analyses were performed
using Bayesian inference MrBayes v3.2.1 [32] and maximum likelihood raxmIGUI 1.5b2 [22]. For MrBayes,
four Markov chains were run for two million generations, with a 25% burn-in. For ML analysis, a rapid
bootstrap with 1,000 replicates under the GTR+G model was used. Resulting trees were visualized with
FigTree v1.4.4 [18] and MEGAY (Figure 1).
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Figure 1. Phylogenetic tree of Beauveria strains constructed using concatenated multilocus data.

The use of multiple markers (ITS, TEF1-a, RPB1) is well supported in the literature for resolving species
boundaries within Beauveria. MAFFT provides accurate alignments for both ribosomal and protein-coding
regions [19], and BioEdit is reliable for raw sequence editing [17]. Studies by [15] and [16] have shown that
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multilocus datasets including ITS, TEF, RPB1, RPB2, and Bloc resolve robust clades within the B. bassiana
complex.

In a recent comprehensive study, [14] applied multilocus phylogeny and five DNA-based species delimitation
methods, based on genetic distance, coalescent theory, and genealogical concordance, demonstrating that
polyphasic approaches are essential for robust species delineation in Beauveria. Their results supported the
delimitation of 2028 species, revealed cryptic diversity in B. bassiana and related taxa, and led to the formal
description of B. peruviensis from northeastern Peru. Notably, their findings emphasized that congruence
among methods, especially multilocus phylogeny, genetic distance, and coalescent analyses, provides reliable
support for species boundaries in this genus.

These insights reinforce the approach adopted in the present study and highlight the importance of integrating
multilocus phylogenetic frameworks when characterizing native isolates for potential biocontrol applications.

Notably, [15] demonstrated that combining RPB1, Bloc, and TEF1-a provides strong statistical support for
cryptic species delimitation within Beauveria, using both Bayesian and ML approaches. Similarly [13], using
six loci including ITS and RPB1, confirmed the existence of numerous cryptic species in the genus.

The selection of these markers and bioinformatics tools aligns with current standards in fungal phylogenetics.
MrBayes provides detailed posterior probability estimates, while RAXML is known for computational
efficiency and high bootstrap support. The congruence between both phylogenetic methods in this study
strengthens the reliability of the final tree and taxonomic resolution.

The results validate the taxonomic identification of the isolate, positioning it within a well-supported
Beauveria clade. Its phylogenetic placement confirms its identity and supports its candidacy as a genetically
coherent and ecologically relevant biocontrol agent.

4. CONCLUSIONS

This study demonstrates the potential of a native isolate of Beauveria bassiana as an effective biological
control agent against Rhipicephalus (Boophilus) microplus under both laboratory and field conditions in
tropical environments. In vitro bioassays confirmed the pathogenicity of the fungus, with infection rates
exceeding 70% in engorged females, highlighting its virulence even in the most resistant stage of the tick’s
life cycle.

Field trials revealed that although environmental variables such as light exposure and spore concentration
influenced fungal activity, the evaluation period was the most critical factor affecting larval population
dynamics. These findings underscore the importance of optimizing application strategies according to seasonal
and microclimatic conditions to enhance fungal efficacy in pasture systems.
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de la Dra. Hilda Victoria Silva Rojas, Profesora Investigadora Titular, del Posgrado de Recursos
Genéticos y Productividad-Produccién de Semillas.

Asimismo, expreso el interés que tiene el Colegio en la participacion interinstitucional para el
fortalecimiento de nuestras capacidades para atender la formacién de recursos humanos y el
desarrollo de la investigacidn agricola.

Sin otro particular de momento, quedo de Usted.

Atentamente
Subdirectora de Investigacion
Campus Montecillo

Dra. Antonia Macedo Cruz
C.c.p. Dr. Oscar Javier Ayala Garay, Coordinador del Posgrado de REGEP-Produccién de Semillas, C.M., presente.
C.c.p. Dra. Hilda V. Silva Rojas, Produccién de Semillas, C.M., presente.

C.c.p. C. Adara Patricia Molar Guerrero, Instituto Tecnoldgico Superior de Tantoyuca, Veracruz, México, presente.
AMC/*viris*

2C24

Felipe Carrillo
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Constancia de actividades de retribucion social
Ciudad de México a 05 de junio del 2025

A quien corresponda:

Presente.

 en el Articulo 20, Capitulo VII. De la Conclusion de la Beca o Apoyo. del
Secretaria de Ciencia, Humanidades Tecnologia ¢ Innovacion, y en el marco de la
: matriculas del sistema nacional de posgrados 2023-2 hago constar que

a Ley Genenl de Archivos, la coordinacion del
as actividades en caso de que la SECIHTI o

o

STIGACY

709 B93 2503 ext 10}

67




TECNOLOGICO
NACIONAL DE MEXICO

Inglés

IELTS

IELTS English Language Test

in collaboration with

GLOBAL ENGLISH COURSE PARE
RVOE: 421.9/640/418.47/2015

This in to certiy that

Name: Adara Patricia Molar Guerrero
Date of Bath : September 14, 1989
Test Date : October 21, 2024

hat taken English Proficiency Test and achieved the following scores
Reading A : 49
Strcture A: 48
Listening A : 49
Total Correct Point - 148
Prediction Score For TOEFL : 415

Proficiency Level : Intermediate

This certificate es acceptable until Oclober 21 2026

TOEFL is a registered ¥rademark of Educasonal Testing Service (ETS)
This document in not endorsed or approved by ETS Dirsctor,
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